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KIVONAT 

A talalmany ICAM-3 jelti intercellularis adhezios 
molekulara vonatkozik, amely reszt vesz abban a fo- 
lyamatban, amelynek soran a leukocitak felismerik a 
gyulladast, es annak helyere migrdlnak, es a cellularis 
szubsztratumhoz kapcsolodnak. A taldlmany kiterjed 
a fenti molekulakra, ezek azonositasara alkalmas vizs- 



galatra, az ilyen molekulakat k6dolo DNS-molekulak- 
ra, az ilyen molekuldkat megkoto antitestekre, vala- 
rnint az ilyen molekulakat, vagy az ezeket megkoto 
antitesteket tartalmazo terapias es diagnosztikai ke- 
szitmenyekre. A talalmany kiterjed tovabba a fentiek 
eloallitasara. 
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A talalmany uj intercellularis adhezios molekulara vo- 
natkozik, amelynek jele ICAM-3, es amely reszt vesz 
abban a folyamatban, amelynek soran a leukocitak po- 
pulacioja felismeri a cellularis szubsztratumot es ahhoz 
hozzatapad. Az ICAM-3 cellularis koicsdnhatasokat 
kozvetit mas limfocitakkal, makrofagokkal es neutrofil 
limfocitakkal a gyulladas es az immunvalasz helyen. 

A talalmany kiterjed az ICAM-3 molekulat onma- 
gaban vagy ICAM-1 es/vagy ICAM-2 molekulakkal 
kombinalva tartalmazo keszitmenyekre, amelyek gatol- 
jak a granulocita-, limfocita- vagy makrofagsejtek inter- 
cellularis adheziojat. Az ilyen molekulak lehetove teszik 
a specifikus es nem specifikus gyulladas kezeleset 

A talalmany szerinti ICAM-3 felhasznalhato olyan 
terapias vagy profilaktikus kezelesre, amely lehetove 
teszi leukocitak HIV-, elsosorban HIV-1 fertozesenek 
gatiasat HIV-1 fertozott vagy ilyen fertozesnek kitett 
betegek eseteben, amelynek soran ICAM-3 -at adago- 
lunk onmagaban vagy ICAM-1 es/vagy ICAM-2 mo- 
lekulaval kombinalva. Igy lehetove valik HIV-virus al- 
tal okozott betegsegek, igy AIDS (szerzett immunhiany 
szindroma) kezelese. 

Felhasznilhato tovabba olyan terapias eljarasra, 
amelynek soran gatoljuk a HIV-1 fertozott sejtek mig- 
raciojat a keringesi rendszerben, amelyhez ICAM-3-at 
adagolunk onmagaban vagy ICAM-1 es/vagy 
ICAM-2 molekulaval kombinalva. Ez lehetove teszi a 
HIV-1 virus altal okozott betegsegek, igy AIDS keze- 
leset. 

Felhasznalhato tovabbd olyan terapias eljarasra, 
amely lehetove teszi a T-sejtek pusztulasanak es a „szin- 
citia" kepzodesenek gatiasat HIV-fertozott egyedekben, 
amelyhez ICAM-3-at adagolunk onmagaban vagy 
ICAM-1 es/vagy ICAM-2 molekulaval kombinalva. 
Ez lehetove teszi HIV-1 virus altal okozott betegsegek, 
igy AIDS kezeleset. 

A talalmany szerinti ICAM-3 alkalmazhato tovabba 
onmagaban vagy ICAM- 1 es/vagy ICAM-2 molekula- 
val kombinalva az asztma kezelesere. A talalmany kiter- 
jed tovabba az ICAM-3 megkotesere alkalmas moleku- 
lakra (tovabbiakban anti-ICAM-3). Az anti-ICAM-3- 
nak az ICAM-3-hoz torteno kotodese modulalja az 
ICAM-3-hoz kapcsolodo biologiai funkci6kat. A talal- 
many szerinti kotomolekula lehet antitest, peptid vagy 
szenhidrat, amely kepes az ICAM-3 megkotesere. Az 
ilyen molekulak elonyosen alkalmazhat6k az ICAM-3 
biologiai funkcioinak modositasara. 

A talalmany kiterjed tovabba az anti-ICAM-3 koto- 
molekulat onmagaban vagy anti-ICAM-1 es/vagy anti- 
ICAM-2 molekulaval kombinalva tartalmazo keszit- 
menyre, amely felhasznalhat6 granulocitak, limfocitak 
vagy makrofagok intercelluliris adhezi6janak gatlasara. 
Az ilyen molekulak alkalmazasa lehetove teszi a specifi- 
kus es nem specifikus gyulladas kezeleset 

A talalmany szerinti ICAM-3 felhasznalhato tovab- 
bk olyan terapias es profilaktikus eljarasokra, amelyek 
lehetove teszik leukocitak HIV-fert6zes6nek, elsosorban 
HIV-1 fertozesenek gatiasat, amelyhez a HIV-1 fer- 
tozott vagy ilyen fertozesnek kitett betegnek anti- 
ICAM-3-at adagolunk onmagaban vagy anti-ICAM-1 



es/vagy anti-ICAM-2 molekulaval kombinalva. Ez le- 
hetove teszi a HIV altal okozott betegsegek, igy AIDS 
kezeleset. 

A talalmany szerinti ICAM-3 felhasznalhato tovab- 
5 ba olyan terapias eljarasra, amely lehetove teszi a 
HIV-1 fertozott sejtek keringesi rendszeren beliili mig- 
raciojanak gatiasat, amelyhez anti-ICAM-3 szert ada- 
golunk onmagaban vagy anti-ICAM-1 es/vagy anti- 
ICAM-2 molekulaval kombinalva. Ez lehetove teszi a 

1 0 HIV- 1 altal okozott betegsegek, igy AIDS kezeleset. 

A talalmany szerinti anti-ICAM-3 alkalmazhato to- 
vabba onmagaban vagy anti-ICAM-1 es/vagy anti- 
ICAM-2 molekulaval kombinalva az asztma kezelesere, 
A leukocitak kulonbozo cellularis szubsztratumok- 

1 5 hoz kapcsolodnak annak erdekeben, hogy a szervezetet 
megvedjek az idegen korokozoktol, igy bakteriumoktol 
vagy virusoktol [Eisen H. V.: Microbiology, 3. kiadas, 
Harper and Row, Philadelphia, PA, USA 290-295 es 
381-418 (1980)]. A leukocitak endotelias sejtekhez 

20 kapcsolodnak, annak erdekeben, hogy a keringesi rend- 
szerbol a gyulladas helyere jussanak. Emellett antigent 
termelo sejtekhez kotodnek, es igy kivaltjak a normal 
specifikus immunvalaszt. Vegul, megfelelo celsejtekhez 
kotodnek, es igy kivaltjak a virusosan fertozott vagy 

25 tumoros sejt elbontasat. 

A legutobbi kutatasok a leukocitak feliileten hibri- 
doma technologiaval olyan molekulakat azonositottak, 
amelyek reszt vesznek a fenti kotodesekkel kozvetitett 
funkciokban. Roviden, human T-sejtek elleni monoklo- 

30 nalis antitestek [Davignon D. es munkatarsai: Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 78, 4535-4539 (1981)], es eger lepsej- 
tek elleni monoklonalis antitestet [Springer T. es munka- 
tarsai: Eur. J. Immunol. 9, 301-306 (1979)] azonositot- 
tak, amelyek a leukocitak feluletehez kotodnek, es gatol- 

35 jak a fenti, kotodesekkel osszefuggo funkciokat [Sprin- 
ger T. es munkatarsai : Fed. Proc. 44, 2660-2663 (1985)]. 
Az ilyen antitestek altal azonositott molekulakat 
Mac-1 es LFA-1 (limfocita funkcioval osszefuggo an- 
tigen) jellel jeloltek. Az Mac-1 egy heterodimer mole- 

40 kula, amely makrofagon, granulocitan es nagy granula- 
las limfocitan talalhato. Az LFA-1 heterodimer mole- 
kula, amely a legtobb limfocitan megtalalhato [Springer 
T. A. es munkatarsai: Immunol. Rev. 68, 111-135 

(1982) ]. Ez a ket mdlekula egy harmadik molekulaval, a 
45 pl50,95 jeM molekulaval (amely az Mac- 1-hez hasonlo 

szoveteloszlast mutat) fontos szerepet tolt be a cellularis 
adhezioban [Keizer G. es munkatarsai: Eur. J. Immunol. 
15,1142-1147 (1985)]. 

A fenti leukocitamolekulak a glikoproteinek csalad- 

50 jaba tartoznak [Sanches- Madrid F. es munkatarsai: J. 
Exper. Med. 158, 1785-1803 (1983); Keizer G. D. es 
munkatarsai: Eur. J. Immunol. 15, 1142-1147(1985)], 
amely glikoprotein csaladot CD18 csaladnak neveznek. 
Ez a glikoprotein csalad olyan heterodimer molekulak- 

55 bol all, amelyek egy a-lanccal es egy P-lanccal rendel- 
keznek. Bar az oc-lanc minden egyes antigen eseteben 
elter a tobbitSl, a P-lanc kozel azonos [Sanchez-Mad- 
rid F. es munkatarsai: J. Exper. Med. 158, 1785-1803 

(1983) ]. A glikoprotein csalad (CD18 csalad) p-lanca 
60 95 kd moltomeget mutat, mig az ot-lanc moltomege 
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150-180 kd kozott valtozik [Springer T.: Fed. Proc. 
44, 2660-2663 (1985)]. Bar a membranfeherjek alfa- 
alegysege nem mutatja azt a kiterjedt homologiat, mint 
a p-alegysegek, a glikoproteinek a-alegysegeinek koze- 
lebbi analizise lenyeges hasonlosagokat tart fel. Az 
LFA-l-gyel rokon glikoproteinek a- es p-alegysegei- 
nek hasonlosagait Sanchez Madrid F. es munkatarsai 
ismertetik [J. Exper. Med. 158, 586-602 (1983); J. 
ExperMed. 158, 1785-1803 (1983)]. 

A betegek egy csoportja keptelen arra, hogy a leuko- 
citasejtek feluleten megfeleio mennyisegben kifejezze az 
adhezios proteincsalad megfeleio tagjait [Anderson D. 
C. es munkatarsai: Fed. Proc. 44, 2671-2677 (1985); 
Anderson D. C. es munkatarsai: J. Infect. Dis. 152, 
668-689 (1985)]. Ezek a betegek leukocita adhezio hi- 
anybetegsegben (az angol „ieukocyte adherence defi- 
ciency disease" elnevezes utan roviditve LAD) szenved- 
nek [Anderson D. C. es munkatarsai: Fed. Proc. 44, 
2671-2677 (1985); Anderson D. C. es munkatarsai: J. 
Infect. Dis. 152, 668-689 (1985)]. Az LAD-betegekjel- 
lemzoi a lagy szovetek uszkos seriilesei, korlatozott 
gennykepz6des es sebgyogyulas, valamint az adheziotol 
fuggo in vitro leukocitafunkciok abnormalitasa, es kro- 
nikus es visszatero bakterialis fertozesekkel szembeni 
erzekenyseg. Az ilyen LAD-betegekt61 szarmaz6 granu- 
iocitak in vitro ugyanolyan hibas modon viselkednek, 
mint a normalis ellenparok anti-CD18 monoklonalis an- 
titcst jelenleteben. Ez kozelebbrol azt jelenti, hogy kep- 
telenek az adhezioval osszefuggo funkciok megvalosita- 
sara, igy endotelias sejtekhez torten6 kapcsolodasra. 
Meg fontosabb az a megfigyeles, hogy ezek a betegek 
keptelenek a normalis gyulladasos valaszra, mivel a 
granuiocitak nem kepesek a cellularis szubsztratumon 
megkot6dni. A legfontosabb azonban az a megfigyeles, 
hogy az ilyen LAD-betegekb61 szarmazo granuiocitak 
nem jutnak el a gyulladas, peldaul b6rfert6zes helyere, 
mivel nem kepesek arra, hogy a gyulladasos seniles ko- 
zeleben a vered6nyben talalhato endotelias sejtekhez 
kapcsol6djanak. Ez az 6sszekapcsol6das a nedvkepzo- 
des fontos eleme. 

Az ilyen betegekbol szarmazo limfocitak in vitro 
ugyanazokat a hianyokat mutatjak, mint azok a norma- 
lis ellenparok, amelyeknel a CD18 csalad molekulait 
antitestekkel antagonizaltak. Emellett, ezek a betegek 
keptelenek normalis immunvalasz kivaltasara, mivel a 
sejtek nem kepesek a cellularis szubsztratumhoz kotod- 
ni [Anderson D. C. es munkatarsai: Fed. Proc. 44, 
2671-2677 (1985); Anderson D. C. es munkatarsai: J. 
Infect. Dis. 152, 668-689 (1985)]. Ezek az adatok arra 
utalnak, hogy az immunvalaszok legyengiilnek, ha a 
limfocitak a CD18 csaladba tartozo funkcionalis adhe- 
zios molekulak hianya miatt keptelenek a normalis mo- 
don megkotodni. 

Osszefoglalva megallapithatjuk tehat, hogy a leuko- 
citak csak akkor tudjak a szervezet eg6szseget es eletke- 
pesseget fenntartani, ha kepesek mas sejtekhez, igy 
endotelias sejtekhez hozzakotodni. Ez a kdttfdes sejt- 
erintkezest kivan, amelyben a leukocitak sejtfeliileten 
talalhat6 specifikus receptormolekulak vesznek reszt. 
Ezek a receptorok biztositjak, hogy a leukocita mas 



leukocitakhoz, endotelias sejtekhez, vagy mas, nem 
vaszkularis sejtekhez kot6djon. A sejtfeluleti receptor- 
molekulak, igy az LFA-1, Mac-1 es pl50,95 kozeli 
rokonsagban allnak egymassal. Azok a betegek, akiknel 

5 a leukocitak nem tartalmazzak ezeket a sejtfeluleti re- 
ceptormolekulakat, kronikus es visszatero fertoze- 
sekben, valamint mds klinikai szimptomakban, peldaul 
„hianyos antitestvalasz M -ban szenvednek. 

Emellett, mivel a leukocitak megkotodese olyan fo- 

1 0 lyamat resze, amelyben az idegen szovetet a szervezet 
felismeri es kivalasztja, a folyamat megertese kulono- 
sen hasznos lehet a szervatultetesek, igy veseatultetes, 
vagy nem szilard szervek, igy csontvelo atultetese, szo- 
vetatultetes, valamint az allergia es onkologia szem- 

15 pontjabol. 

A HIV-fertozes az AIDS-betegseg kivalto oka. Ku- 
lonbozo HIV-valtozatok ismertek, amelyek kozui a ket 
legfontosabb a HIV-1 es HIV-2. A HIV-1 £szak- 
Amerikaban es Europaban, a HIV-2 csak Afrikaban ter- 

20 jedt el. A virusok hasonlo szerkezettel rendelkeznek, es 
hasonlo runkciokat mutato feherjeket k6dolnak. A felte- 
telezesek szerint a HIV-fertozes ugy kovetkezik be, 
hogy egy virusfeherje (a gpl20 jelu feherje) a T4 lim- 
focitak (T helper) feluleten talilhato receptormoleku- 

25 lakhoz, igy CD4 molekulakhoz kot6dik [Schnittmann 
S. M. es munkatarsai: J. Immunol., 141, 4181-4186 
(1988)]. A receptorhoz torteno kotodes utan a virus be- 
lep a sejtbe, elszaporodik, es ennek soran elpusztitja a 
T-sejtet. A HIV-fert6zes egyenes kovetkezmenye ezert 

30 az egyed T4 populaciojanak pusztulasa. 

A T-sejtek pusztulasa kovetkezteben a fert6zott be- 
teg kevesbe lesz kepes legyozni az alkalmazkodo ferto- 
zeseket. Bar az AIDS-betegeknel gyakran alakulnak ki 
rakos megbetegedesek, a rak es a HIV-fertozes kozotti 

35 osszefugges a legtobb esetben bizonytalan. 

Annak ellenere, hogy a HIV-virus egyszerQ repli- 
kacioja is halalos a fertSzott sejtre, az ilyen replikacio 
altalaban csak a fert6zdtt beteg T4 sejtjeinek kis reszen 
mutathato ki. A legutobbi vizsgalatok szerint a virusfer- 

40 tozes gyakoribb, mint ezt korabban felteteleztek, es a T- 
sejtek fertozese elerheti az 1%-ot. 

A kutatasok mas olyan mechanizmusokat is felfed- 
tek, amelyek soran a HIV-virus elpusztitja a T4 popula- 
ci6t 

45 A HIV-replikacio mellett a HIV-fertozdtt sejt el- 
pusztulhat a citotoxikus killer sejtek miatt is. A killer 
sejtek a szervezetben altalanosan elofordulnak, es fel- 
adatuk a gazdaszervezet allando vizsgalata, es az idegen 
sejtek, peldaul teves vertranszruzi6 vagy szervatultetes 

50 soran bekeriilo idegen sejtek elpusztitasa. A HIV-ferto- 
zes hatasara a T4 sejtek gpl20 molekulat kotnek meg a 
sejt feluleten. A killer sejtek az ilyen T4 sejtet idegen 
sejtnek tekintik, es ennek kovetkezteben kivaltjak an- 
nak elpusztitasat. 

55 A HIV-fert6zes kivalthatja nem fertozott egeszseges 
sejtek elpusztulasat is. A fert6zott sejtek gpl20 feherjet 
juttatnak a veraramba. A szabad gp!20 molekulak az 
egeszseges, nem fertozott sejtek CD4 receptoraihoz ko- 
todhetnek, es igy a sejt latszolagos HIV-fertozest mutat. 

60 A citotoxikus killer sejtek felismerik a nem fertozott T4 
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sejtekhez kotott gpl20 molekulat, a sejtet idegennek te- 
kintik es kivaltjak annak cipusztitasat. 

Egy tovabbi, es a talalmany szempontjabol kiilono- 
sen erdekes inechanizmus az, amelynek soran a HIV a 
T4 sejteket „szincitia" kepzodese soran pusztitja el. Ezek 
tobbmagvu orias sejtek, amelyek nehany szaz T4 sejt 
fuziojaval alakulnak ki. A HIV-fertozes kovetkezteben a 
fertozott sejt hajlamosabba valik mas, akar HIV-ferto- 
zott, akar egeszseges T4 sejtekkel egyesiilni. A kialakuit 
orias sejt miikodeskeptelen, es hamarosan elpusztul. Igy 
a HIV-fertozott sejtek mellett egeszseges T4 sejtek is 
elpusztulnak. Ez a folyamat kulonosen erdekes a talal- 
many szerinti megoldas szempontjabol, mivel egyutt jar 
a T4 sejtek kozvetlen sejt-sejt erintkezesevel. Az 6rias 
sejtek kialakulasa feltetelezi, hogy az ilyen sejtek rendel- 
keznek az egeszseges sejtekkel torteno fuziohoz szukse- 
ges feltetelekkel. 

Ogy tunik tehat, hogy a HIV-fertozes, elsosorban a 
HIV-1 fertozes, befolyasolja a ieukocita integrin sejtfe- 
luleti kifejezodeset, es a heterodimer integrin altal koz- 
vetitett cellularis kotodesi reakciokat [Petit A. J. es mun- 
katarsai: J. Clin. Invest. 79, 188 (1987); Hidreth J. E. 
6smunkatarsai: Science, 244, 1075 (1989); Valentin A. 
es munkatarsai: J. Immunology 144, 934-937 (1990); 
Rossen R. D. es munkatarsai: Trans Assoc. American 
Physicians 102, 117-130 (1989)]. A HIV-1 fertozes 
utan fokozodik az U937 sejtek homotipusos aggrega- 
cioja, vagyis a CD18 es CDllb sejtfeliileti kifejezodese 
[Petit A. J. 6s munkatarsai: J. Clin. Invest 79, 188 
(1987)]. A HIV-1 fertozott U937 sejtek gyakrabban ko- 
tSdnek az IL-1 altal stimulalt endoteliumhoz, mint a 
nem fertozott U937 sejtek, de ez a viselkedes elnyomha- 
to, ha a fertozott sejteket anti-CD18 vagy anti-CDlla 
monoklonalis antitestekkel kezeljuk, vagy az endotelias 
szubsztratumot anti-ICAM-1 antitestekkel kezeljuk 
[Rossen R. D. es munkatarsai: Trans. Assoc. American 
Physicians, 102, 117-130 (1989)]. A CD18 vagy CDlla 
elleni monoklonalis antitestek szinten kepesek arra, 
hogy gatoljak a szincitiak kialakulasat, amelyben a fito- 
hemmagiutininnal (PHA) stimulalt limfoblasztoid sej- 
tek, es ennek megfeleloen fert6zott, CD4 negativ T-sej- 
tek vesznek reszt [Hildreth J. E. K. es munkatarsai: 
Science, 244, 1075 (1989)]. Ha csak a virusfertozott sej- 
teket kezeljuk anti-CD18 vagy anti-CDlla monoklona- 
lis antitestekkel, akkor a szincitia kepzodest csak kis- 
mertekben befolyasoljuk, ami arra utal, hogy ezek az 
antitestek elsosorban a nem fertozott celsejteket vedik 
meg a fertozesto'l [Hildreth J. E. K. 6s munkatarsai: 
Science 244, 1075 (1989); Valentin A. es munkatarsai: 
J. Immunology 144, 934-937 (1990)]. Valentin es mun- 
katarsai idezett muvukben ezt a megfigyelest azzal ta- 
masztjak ala, hogy kimutattak, miszerint a CD18-ra spe- 
cifics monoklonalis antitestek gatoljak a szincitiak kep- 
z6deset, ha folyamatos T-sejtvonalakat egyutt teny6szte- 
nek HIV-1 fertozott U937 sejtekkel. 

Annak ellenere, hogy pillanatnyilag ismeretlen az a 
inechanizmus, amelynek soran a CD18-ra vagy CD 11a- 
ra specifikus monoklonalis antitestek megvedik az erze- 
keny sejteket a HIV-fert6z6tt sejtekkel torteno fuziotol, 
ami a talalmany szempontjabol nem bir jelentoseggel, a 



radiojeiolesQ gp!20 molekulaval vegzett vizsgalatok ar- 
ra utalnak, hogy a CD 18 -at tartalmazo heterodimer mo- 
lekulak a virus vonatkozasaban nem rendelkeznek meg- 
felelo kotohellyel [Valentin A. es munkatarsai: J. Im- 
5 munology, 144, 934-937 (1990)]. Ennek megfeleloen, a 
HiV-fertozeshez sejt-sejt koicsonhatas es/vagy az ilyen 
sejt-sejt kolcsonhatast utanzo vrrus-sejt koicsonhatas 
sziikseges. A sejt-sejt koicsonhatas egyik kovetkezme- 
nye lehet, hogy a sejtmentes virus vagy a virussal ferto- 

1 0 zott sejtek atjutnak az endotelias gatokon. A sejt-sejt kol- 
csonhatashoz hasonlo virus-sejt koicsonhatas elosegithe- 
ti vagy lehetove teheti, hogy a szabad virus egeszseges 
sejtekhez kotodjon, es/vagy azokat megfertozze. 

A talalmany szerinti megoldas reszben abbol a meg- 

15 figyelesbol szarmazik, hogy a HIV-fertozes, elsosorban 
a HIV-l-fertoz6s fokozza a CDlla/CD18 heterodimer 
es ennek kot61igandumja kifejezodeset. Ez a fokozott 
kifejezodes azert fontos, mert elosegiti, hogy a HIV-fer- 
tozott T-sejtek egymashoz kotodjenek vagy aggregalod- 

20 janak (vagyis homotipusos aggregacio kovetkezzeu be). 
Mivel homotipusos aggregacio nem figyelheto meg 
nyugvo, normdlis leukocitaknal, a fenti teny arra utal, 
hogy az aggregaciohoz szukseg van a CD11/CDI8 re- 
ceptorok es/vagy a ligandumok, igy ICAM-1 kifejezo- 

25 des6hez. A homotipusos aggregaciohoz az sziikseges, 
hogy az LFA-1 az ICAM-l-hez kotodjon. Mint emli- 
tettuk, az ICAM-3 az ICAM-csalad egyetien olyan kep- 
visel5je, amely a nyugvo T-sejteken nagy mennyisegben 
kifejezodik. A T-sejtek aktivalasa nelkul csak az anti- 

30 ICAM-3 antitest kepes a T-sejtek LFA-l-hez torteno 
kotodesenek gdtlasara. Ezert az anti-ICAM-3 antitest 
felhasznalhat6 a T-sejt-aggregacio gatlasara. 

Emellett, az anti-ICAM-3 antitest felhasznalhato a 
fertozott T-sejtek azon adhezios folyamatanak gatlasara, 

35 amely elosegiti, hogy a HIV- 1 a fertozott sejtbol egesz- 
seges sejtekbe jusson, valamint elosegiti az egeszs6ges 
sejtek szabad virus altal torteno fertozeset. 

A leukocitak migracioja 6s szetszorodasa fontos sze- 
repet jatszik a szervezetnek fertozestol torteno megvede- 

40 seben. Ugyanezek a folyamatok azonban felelosek a vi- 
rusfertozott leukocitak migraciojaert 6s szetszorodasaert 
is. Ezen belul kiilonos szerepet jatszik a HIV-fertozott 
leukocitak migracioja es sz6tszorodasa. Az ilyen sejtek 
migraciojanak kovetkezmenye az extravaszkularis go- 

45 cok kialakulasa, amelyek tumorhoz es mas abnorma- 
litasokhoz vezemek. 

Az erintett szervek szovettani vizsgalata gocos ext- 
ravaszkularis egymagvu sejtbeszur6dest mutat ki. 
A kozponti idegrendszerben talalhato ilyen beszurode- 

50 sekben 16v6 virusfertozott sejtek azonositasa soran 
HIV-1 fertozott sejteket mutattak ki. A vizsgalatok sze- 
rint a HIV-1 virus elsSsorban monocitakban 6s tnakro- 
fagokban, valamint az ezekkel rokon sejtekben talalhato 
meg [R. T. Johnson es munkatarsai: FASEB J. 2, 2970 

55 (1988); M. H. Stoler es munkatarsai: J. Amer. Med. 
Assn. 256, 2360 (1986); S. Gartner es munkatarsai: 
Science 233,215(1986)]. 

A HIV-1 fertozott monocita sejtek extravaszkularis 
beszurddeset stimulalo mechanizmust korabban nem is- 

60 mertek. Ebben r6szt vehet a sejtmentes virus transzport- 
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ja, vagy a virus transzportja a fertozott, egymagvu sejtek 
citoplazmajaban talalhat6 endotelias gatakon keresztiil. 

Mivel a HIV-1 fertozes elosegiti a leukocitak vasz- 
kularis, endotelias sejtekhez torteno koto'deset, es a leu- 
kocitaknak a verbol az extravaszkularis szoveti helyek- 
re torteno transzlokaciojat biztosito molekulak sejtfelu- 
leti kifejezodes6t [C. W. Smith es munkatarsai : J. Clin. 
Invest. 82, 1746 (1988)], olyan antitestek alkalmazasat 
javasoltak, amelyek a cellularis migraciot gatolva meg- 
akadalyozzak a HIV-fertozdtt sejtek szetszorodasat 
(WO 90/13316 szamon kozrebocsatott nemzetkozi sza- 
badalmi bejelentes). 

Az asztma kulonbozo betegsegek heterogen cso- 
portja. Jellemzojuk, hogy a legcso es a horgo kulonosen 
erzekeny a stimulalasra [Kay A. B.: Allergy and In- 
flammation, Academic Press, New York, USA (1987)]. 
Klinikailag az asztma a legcso es a horgo rendkivuli 
beszukiileseben jelentkezik, amihez suru tapados vala- 
dek megjelenese, nehez legzessel jaro rohamok, koho- 
ges es zihalas tarsulnak. Bar az egyes kondiciok vi- 
szonylagos hozzajarulasa a betegseg kialakulasahoz is- 
meretlen, az eredmeny a legutak rezisztenciajanak nd- 
vekedese, a tudo es a mellkas tulzott felruvodasa, es a 
legcsere es a pulmonaris veraramlas abnormalis eloszla- 
sa. A betegseg soran az akut szimptomak alkalomszeru- 
en jelennekmeg, amelyeket szimptomamentes periodu- 
sok kotnek ossze. Az akut szakaszok eredmenye a 
hipoxia, ami vegzetes lehet. A vilag teljes nepessegenek 
mintegy 3%-a szenved az asztmatoi. 

Ket tipusu asztma ismert, az allergias asztma es az 
idioszinkratikus asztma. Az allergias asztma altalaban 
orokolt allergias betegsegekhez, igy nathahoz, csalanki- 
uteshez es ekcemahoz tarsul. Eire az allapotra jellemzo, 
hogy a levegoben megtalalhato antigenek, igy viragpor 
vagy kornyezeti es foglalkozasi szennyezoanyagok 
intradermalis injekcioja pozitiv borholyagosodasi vagy 
b6rpirosodasi reakciot valt ki, e5 fokozodik a sz6rum 
IgE-szintje. Az allergias asztma kifejl6dese a legtobb 
betegnel okozati osszefuggesben van az IgE-antitestek 
jelenletevel. Azok az asztmis betegek, akik nem rendel- 
keznek a fenti jellemz6kkel, a meghatarozas szerint 
idioszinkratikus asztmaban szenvednek. 

A feltetelezesek szerint az allergias asztma fugg az 
IgE T- es B-limfocitak altal szabalyozott valaszatol, 6s 
aktivalja a levegoben talalhato antigenek es a hizosejthez 
kotott, elore kiaiakitott IgE-molekulak kozotti kolcson- 
hatas. A beteg erzekenysegenek fokozasahoz az antigen 
ellenparnak olyan koncentracioban kell elofordulni, 
amely megfelel6 idotartamon keresztul biztositja az IgE 
termeleset. Az erzekenyseg kialakulasa utan az asztmds 
beteg a szimptomakat rendkiviil alacsony antigenkon- 
centracio mellett is mutatja. 

Az asztmas szimptomak sulyosbodhatnak nagy 
mennyisegu kivalto antigen jelenlete eseten, kornyezeti 
faktorok, munkahelyi faktorok, fizikai erokifejtes es er- 
zelmi stressz hatasara. 

Az asztma kezelheto metil-xantin-szarmazekokkal, 
igy teofillinnel, P-adrenerg agonistakkal, igy katechol- 
aminnal, rezorcinollal, szaligeninnel 6s efedrinnel, glii- 
kokortikoidokkal, igy hidrokortizonnal, a hizosejtek de- 
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granulalasatgatio anyagokkal, igy kromonokkal, peldaui 
kromolin-natriummal, valatnint antikolinerg anyagok- 
kal, igy atropinnal. 

A feltetelez6sek szerint az asztma egyuttjar az eozi- 
5 nofil sejtek tulzott behatolasaval (eozinofilia) a tudo szo- 
veteibe [Frigas E. es munkatarsai: J. Allergy Clin. Im- 
munol. 77, 527-537 (1986)]. 

Az asztma immunologiai alapjait gocos tiidogyulla- 
das kimosasi vizsgalataival [Godard P. es munkatarsai : 

10 J. Allergy Clin. Immunol. 70, 88 (1982)], es az epi- 
teliumtol megfosztott legz6 sima izmok vizsgalataval 
[Flavahan N. A. es munkatarsai: J. Appl. Physiol. 58, 
834 (1985); Barnes P. J. es munkatarsai: Br. J. Phar- 
macol. 86, 685 (1985)] teremtettek meg. Bar ezek a 

15 vizsgalatok nem biztositottak az asztma immunologiai 
mechariizmusanak felderiteset, altalanosan elfogadott el- 
meletet alakltottak ki a betegseg immunologiai viselke- 
dese szempontjab61 [Frigas E. es munkatarsai: J, 
Allergy Clin. Immunol 77, 527-537 (1986)]. 

20 Az asztma patologiajanak legfontosabb jellemzoje a 
tudo parenchimaban talalhato massziv eozinofil beszu- 
rod6s, valamint a mukociliaris kapacitas csokkenese. Az 
eozinofil elmelet szerint eozinofil sejtek szallitodnak a 
horgokhoz a tiido hizosejtjei alul felszabaditott karos 

25 kozvetito anyagok semlegesit6se erdekeben. Az elmelet 
szerint a horgohoz szallitott eozinofil sejtek degranu- 
lalodnak, es citotoxikus molekulakat szabaditanak fel. 
A degranulalodas soran az eozinofil sejtek olyan enzi- 
meket, igy hisztarninaz, aril-szulfataz es foszfolipaz-D 

30 enzimeket szabaditanak fel, amelyek enzimatikus uton 
semlegesitik a hizosejtek kartekony kozvetitoit. Ezek a 
molekulak azonban elosegitik a mukociliaris berendezes 
elroncsolasdt, es igy megakaddlyozzak a horgovaladek 
kiuriileset es hozzajarulnak az asztmara jellemzo tudose- 

35 rules kialakulasahoz. 

Mivel az asztmas betegsegben szerepet jatszik a 
sejtmigricio, javasoltak olyan antitestek alkalmazasat, 
amelyek gatoljak az allerg6nek hatasat kozvetit6 migra- 
ciot (WO 90/10453 szamon kozrebocsatott nemzetkozi 

40 szabadalmi bejelentes). 

A talalmany egy uj cellularis adh6zios molekulara 
vonatkozik, amelynek neve intercellularis adhezios mo- 
lekula-3, roviditve ICAM-3. A talalmany kiterjed az 
ICAM-3 funkcionalis szirmazekaira, azanti-ICAM-3 

45 antitestekre, ezek fragmenseire, a humanizalt anti- 
ICAM-3 antitestekre, valamint az ICAM-3 megkote- 
sere es biologiai funkciojanak gatlasara alkalmas mas 
molekulakra. 

A talalmany kiterjed tovabba a fenti molekulakat 
50 tartalmazo gy6gyszerkeszitm6nyekre, diagnosztikai ke- 
szitmenyekre. 

A talalmany targya kozelebbrol termeszetes 
szennyezodesektol lenyegeben mentes ICAM-3, mely- 
nek immunkicsapas utan redukalo koriilmenyek kozott 
55 v6gzett gelelektroforezissel meghatarozott moltomege 
Mr=124 000, es N-glikanazzal vegzett kezeles utan 
Mr =87 000, es amely LFA-l-hez kotodik. 

A talalmany targya tovabba rekombinans DNS-mo- 
lekula, amely a fenti lCAM-3-at vagy funkciokepes 
60 szarmaz6kat kodolja. 
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A talalmany targya tovabba ICAM-3 vagy ennek 
funkciokepes szarmazeka gyogyszerkent torten6 alkal- 
mazasra. 

A talalmany targya tovabba ICAM-3 vagy ennek 
funkciokepes szarmazeka megkotesere kepes poliklo- 
nalis vagy monoklondlis antitest vagy antitestfragmens 
gyogyszerkent torteno alkalmazasra. 

A talalmany targya tovabba gyogyszerkeszitmeny, 
amely ICAM-3 -at vagy ennek funkciokepes szarma- 
zekat, vagy ezek megkotesere kepes poliklonalis vagy 
monoklonalis antitestet vagy antitestfragmenst vagy 
ezek toxinnal kepzett szarmazekat tartalmazza gyogy- 
szereszeti hordozoanyag vagy segedanyag mellett. 

Elonyos az olyan gyogyszerkeszitmeny, amely al- 
kalmazhato terapias vagy profilaktikus cellal valamely 
sejtnek az ICAM-3 altal kozvetitett biologiai funkcio- 
janak modositasara, elonyosen egy gyulladasos valasz, 
egy hematopoietikus tumorsejt attetele, ami a CD-I 8 
csalad funkciokepes tagjat igenyli a migraciohoz, virus- 
sal, elonyosen HIV-virussal fertSzott leukocitak extra- 
vaszkularis migraciqja vagy az asztmas valasszal ossze- 
fuggo sejtekmigracioja modositasara. 

Elonyos tovabba az ICAM-3-t vagy ennek funkcio- 
kepes szarmazekat, vagy ezek megkotesere kepes po- 
liklonalis vagy monoklonalis antitestet vagy antitest- 
fragmenst vagy ezek toxinnal kepzett szarmazekat, vagy 
CD18 csaladba tartozo molekulanak vagy ennek funk- 
ciokepes szarrnazekanak toxinnal kepzett szarmazekat 
tartalmazo gyogyszerkeszitmeny, amely alkalmazhato 
terapias vagy profilaktikus cellal leukocitak HIV-, elo- 
nyosen HIV- 1 fertozesenek elnyomasara. 

Elonyos tovabba az ICAM-3 vagy ennek funkcio- 
k6pes szarmazeka megkotesere kepes poliklonalis vagy 
monoklonalis antitestet vagy antitestfragmenst vagy 
ezek toxinnal kepzett szarmazekat, vagy CD 18 csaladba 
tartozo molekulanak vagy ennek funkciokepes szarrna- 
zekanak toxinnal kepzett szarmazekat tartalmazo gyogy- 
szerkeszitmeny, amely alkalmazhato terapias vagy pro- 
filaktikus cellal ICAM-3-at kifejez6 tumoros sejt nove- 
kedesenek elnyomasara. 

Elonyos tovabba az ICAM-3 vagy ennek funkcio- 
kepes szarrnazekanak toxinnal kepzett szarmazekat tar- 
talmazo gyogyszerkeszitmeny, amely alkalmazhato te- 
rapias vagy profilaktikus cellal LFA-l-et kifejezo tu- 
moros sejt novekedesenek elnyomasara. 

A talalmany targya tovabba diagnosztikai keszit- 
meny, amely ICAM-3 vagy ennek funkci6kepes szar- 
mazeka megkotesere kepes, es detektalhato modon je- 
lolt poliklonalis vagy monoklonalis antitestet vagy anti- 
testfragmenst tartalmaz. 

A talalmany targya tovabba eljaras ICAM-3-at ki- 
fejezo sejt kimutatasara oly modon, hogy 

a) a sejtet vagy annak extraktumat az ICAM-3 
mRNS-sel hibridizalodo nukleinsavmoiekula jelenlete- 
ben inkubaljuk, es 

b) kimutatjuk a sejtben vagy sejtextraktumban talal- 
hato komplementer nukleinsavmolekulahoz hibridizalt 
nukleinsavmolekulat. 

A talalmany targya tovabba eljaras gyulladas emlGs 
beteg eseteben torteno diagnosztizalasara vagy ICAM-3 



jelenletenek emlosbol vett folyadekmintaban torteno di- 
agnosztizalasara oly modon, hogy 

a) a betegbol vett mintat ICAM-3 vagy ennek funk- 
ciokepes szarmazeka megkotesere kepes poliklonalis 

5 vagy monoklonalis antitestet vagy ennek fragmenset 
tartalmazo keszitmennyei inkubaljuk, es 

b) a folyadekhoz kotdtt antitestet detektaljuk, 

ahol a ininta gyulladas detektalasa eseten egy szovet- 
minta, es ICAM-3 jelenletenek folyadekmintaban torte- 

10 no diagnosztizalasa eseten ver, szerum, plazma, iziileti 
folyadek, amnionfolyadek, gerincfolyadek vagy vizelet. 

A talalmany targya tovabba eljaras az LFA-l-hez 
kotodd ICAM-3 modulalasara alkalmas szer azono- 
sitasara oly modon, hogy az ICAM-3 -at a szer je- 

15 lenleteben LFA-l-gyel erintkeztetjuk, es merjuk az 
ICAM-3/LFA-1 kotes valtozasat. 

A talalmany targya tovabba eljaras a fenti ICAM-3 
vagy ennek funkciokepes szarmazeka eloallitasara oly 
modon, hogy az ICAM-3-at termeszetes forrasabol izo- 

20 laljuk, vagy rekombinans uton eloallftjuk, es termeszetes 
szennyezSdeseitol megtisztitjuk. 

A talalmany targya tovabba eljaras a fenti ICAM-3-at 
vagy ennek funkciokepes szarmazekat kodolo rekom- 
binans DNS-molekula eloallitasara oly m6don, hogy 

25 ICAM-3-at vagy funkciokepes szarmazekat kodolo 
DNS-molekulatmas DNS-molekulaval rekombinans mo- 
don osszeepitunk. 

A talalmany targya tovabba eljaras ICAM-3 es/vagy 
funkciokepes szarmazeka megkotesere kepes poliklo- 

30 nalis vagy monoklonalis antitest vagy antitest-fragmens 
eloallitasara oly m6don, hogy ICAM-3-mal es/vagy an- 
tigen sajdtsagu szarmazekaval gazdaszervezetet immu- 
nizalunk, az ICAM-3-hoz es/vagy funkciokepes szar- 
mazekahoz kotodni kepes antitesteket a gazdaszervezet- 

35 bol kinyerjuk, es adott esetben az antitesteket termelo 
sejtek alkalmazasaval - onmagaban ismert eljarassal - 
ICAM-3-hoz es/vagy funkciokepes szarmazekahoz ko- 
todni kepes poliklonalis vagy monoklonalis antitesteket 
allitunk elo. 

40 Az 1. abra kiilonbozo sejtvonalak tisztitott LFA-1 
molekulahoz torten6 kotodeset mutatja. A sejtvonal (A) 
es a limfocitak (B) tisztitott LFA-l-hez tortenfi kotode- 
set ICAM-1, ICAM-2 es ICAM-3 segftsegevel ellen- 
orizziik. Ennek soran a BCECF-fel jelolt sejteket 

45 LFA-l-gyel bevont mikrotitralo lemezen korjuk meg 
az LFA-1 -re specifikus MAb blokkolokent ICAM-1, 
ICAM-2 es ICAM-3 jelenleteben. Kontrollkent 
LFA-1 nelkuli lemezt hasznalunk. 

A 2. abra a cellularis ICAM-1, ICAM-2 es ICAM-3 

50 kifejezodes aramlasos, citometrikus analizise, Az (A) 
esetben a limfoblasztoid sejtvonalakat telitesi mennyiseg- 
ben MAb RR1/1 (anti-ICAM-1), MAb CB-IC2/1 (anti- 
ICAM-2), MAb CBR-IC3/1 (anti-ICAM-3) vagy nem 
koto kontrollkent MAb X63 (vekony vonal), majcl ezt 

55 kovetoen FITC-antieger immunoglobulin segitsegevel je- 
loljiik. A (B) esetben nyugvo, human leukocitakat es 3 
napos PHA-aktivalt limfocitakat analizalunk az ICAM 
kifejezesere a fent leirt modon. 

A 3. abra az ICAM-3 immunoprecipitativ vizsgala- 

60 tat mutatja. Az (A) esetben a ,25 I jelolesu sejtlizatumot 
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nem koto kontrollkent az MAb CBIC3/l-hez (anti- 
ICAM-3) tartozo X63-mal csapjuk ki. A (B) esetben a 
•25] jelolesu SKW3 sejtlizatumot N-glikanaz-kezeles 
utan (pozitiv) vagy anelkiil (negativ) nem koto kontroll 
MAb X63, MAb W6/32 (anti-HLA-A, B, C), MAb 
RR1/1 (anti-ICAM-1), MAb CBR-IC2/1 (anti- 
ICAM-2) vagy MAb CB-IC3/1 (anti-ICAM-3) segit- 
segevel csapjuk ki. 

A 4. abrakiilonbdzo forrasokbol immunoprecipitativ 
modon kapott ICAM-3-at mutatja. Az ICAM-3-at *25i 
jelolesti limfocitakbol es neutrofil lizatumboi csapjuk ki 
MAb-kotott szefaroz alkalrnazasaval. A kicsapassal ka- 
pott ICAM -3 -at poliakrilamid gelelektroforezissel re- 
szolvaljuk. Mas sejtfeluleti molekulak kicsapasahoz mas 
MAb-t alkalmazunk: human Ig szefaroz (kontroll), 
CBR-IC2/1 (ICAM-2), CBR-IC3/1 (ICAM-3), 
TS2/4 (LFA-1), LM2/1 (MAC-1). 

Az 5. abra a PMA hatasat mutatja az SKW3 
ICAM-l-hez es ICAM-3-hoz torteno kotodesere. 
A teszt soran vizsgaljuk az SKW3-sejtek azon kepesse- 
get, hogy tisztitott ICAM-l-hez es ICAM-3-hoz ko- 
tfidnek, valamint a PMA stimulalasat a kotodesre 
[Dustin es munkatarsai: Nature, 341, 619 (1989); 
Marlin es munkatarsai: Cell 51, 813-819 (1987)]. Az 
abran a reprezentativ vizsgalatot mutatjuk be a standard 
deviacio (SD) jelolesevel. 

A 6. abran a PMA segitsegevel stimulalt SKW3-sejt- 
kotodes antitesttel torten6 blokkolasat mutatjuk be. Ku- 
lonbozo antitesteketvizsgaltunk, amelyekkel blokkoituk 
a PMA-val stimulalt SKW3-sejtek tisztitott ICAM-l- 
hez vagy ICAM-3-hoz torteno kotfdeset [Dustin es 
munkatarsai: Nature, 341, 619 (1989); Marlin es mun- 
katarsai: Cell 51, 813-819 (1987)]. Az abran a repre- 
zentativ vizsgalat eredmenyet mutatjuk be, es jeloljuk az 
SD-t 

A 7. abra COS-sejt transzfektaasok tisztitott ICAM- 
hez torteno kotod6set mutatja. A COS-sejteket LFA-1 
kifejezo vektorral trans zfektaljuk [deFougerolles 6s 
munkatarsai: J. Exp. Med. 175, 185-190 (1992)]. 
A transzfektalt sejtekkel vizsgaljuk az immobilizalt 
ICAM-l-hez es ICAM-3-hoz torteno kot6dest anti- 
LFA-1 anutest (TS1/22) jelen!6teben es tavolleteben. 
Az dbran a reprezentativ vizsgalat eredmenyet adjuk 
meg, 6s jeloljuk az SD-t. 

A 8. abran a PMA-val stimulalt SKW3 ICAM-hez 
torteno kotodesenek h6merseklett61 val6 fiiggeset mu- 
tatjuk be. A PMA-val stimulalt SKW3-sejteknek a tisz- 
titott ICAM-l-hez es ICAM-3-hoz torten6 kotodeset, 
4, 16, 22 es 37 °C hom6rsekleten vizsgaljuk [Marlin es 
munkatarsai: Cell, 51, 813-819 (1987)]. A vizsgalatot 
LFA- 1 MAb f rSl/22) jelenleteben es tavolleteben ve- 
gezzuk. Az abran a reprezentativ kis6rlet eredmenyet 
adjuk meg, es jeloljuk az SD-t. 

A 9. abran a PHA-stimulalt T-sejtek diviziojanak 
antitesttel torteno blokkolasat mutatjuk be. Kulonbo- 
zo antitestekkel blokkoljuk PHA-stimulalt T-sejtek di- 
viziojat [Krensky es munkatarsai: J. Immunol. 131, 
611-616 (1983)]. 

A 10. abran anti-ICAM antitestek hatasat vizsgaljuk 
vegyes limfocita reakciora. ICulonbozo antitestekkel ga- 



toljuk a vegyes limfocita reakciot [Krensky es munka- 
tarsai: J. Immunol. 131,611-616(1983)]. 

All. abra az ICAM-3 peptidfragmenseinek gaz- 
kromatogramjat mutatja. Az ICAM-3-at tisztitas utan 
5 Lys-C segitsegevel emesztjuk. A peptidfragmenseket 
nagyteljesitmenyii folyadekkromatografiasan rezol- 
vdljuk. 

A 12. £bra a 11.2 klont mutatja be. Az NIC- 10 es 
NK-17 peptidek, a kapott kulonbozo DNS-szekven- 

1 0 ciak, es a transzmembran szakasz poziciojit jeloltuk. 

A 13. abra az NK-10 primerrel inditott (primed) 
szekvencia es a human ICAM-1 szekvencia osszeha- 
sonlitdsat mutatja. A vizsgalat soran GAP-programmal 
azonositjuk az NK-10 primerrel inditott szekvencia es 

1 5 a human ICAM - 1 feherje kozotti hoinologiat. 

A 14. abra az RM13 primerrel inditott szekvencia es 
a human ICAM-1 szekvencia osszehasonlitasdt mutat- 
ja. A vizsgalat soran GAP-programmal azonositjuk 
az RM13 primerrel inditott szekvencia es a human 

20 ICAM- 1 kozotti homologiat. 

A 15. abra az RM13 primerrel inditott szekvencia es 
a human ICAM-2 szekvencia osszehasonlitasat mutat- 
ja. A vizsgalat soran GAP-programmal azonositjuk 
az RM13 primerrel inditott szekvencia es a human 

25 ICAM-2 szekvencia kozotti homologiat. 

A 16. abra a T7 primerrel inditott szekvencia es a 
human ICAM-1 szekvencia osszehasonlitasat mutatja. 
A vizsgalat soran GAP-programmal azonositjuk a T7 
primerrel inditott szekvencia es a human ICAM-1 szek- 

30 vencia kozotti homologiat. 

A 17. abra a T7 primerrel inditott szekvencia es a 
human ICAM-2 szekvencia osszehasonlitasat mutatja. 
A vizsgalat soran GAP-programmal azonositjuk a T7 
primerrel inditott szekvencia es a human ICAM-2 

35 szekvencia kozotti homologiat 

A 18. abra az ICAM-3 reszleges szekvenciajdt mu- 
tatja. A 11.2 klon DNS-szekvenciajat a szokasos mod- 
szerrel hatarozzukmeg. Az A abra az ICAM-3 5' vegen 
kapott szekvenciat mutatja, amit a 1 1.2 klon T7 primer- 

40 rel torteno kezelesevel kapunk. A B abra az ICAM-3 
genen belul kapott szekvenciat mutatja, amit a 1 1 .2 klon 
NK-10 mintaval torten6 kezelesevel kapunk. A C abra 
az ICAM-3 3'-vegi szekvenciajat mutatja, amit a 11.2 
klon reverz RM13 primerrel torteno kezelesevel kapunk. 

45 A jelen talalmany az LFA-1 egy korabban nem 
azonositott kotoligandumjan alapszik. A cellularis ad- 
hezioban resztvevo molekulakat, igy a CD 18 csaladba 
tartozo molekulakat adhezios molekulaknak nevezzuk. 
Az LFA-1 leukocita adhdzios molekula a limfoci- 

50 tak, monocitak, termeszetes killer sejtek es granuloci- 
tak, valamint az immunrendszer es a gyulladasos folya- 
matokban r6szt vevfi mas sejtek kozotti kolcsonhatasok 
szeles spektrumat kozvetiti [Springer T. A. es munka- 
tarsai: Ann. Rev. Immunol. 5, 223-252 (1987)]. 

55 Az LFA-1 az ICAM-1, ICAM-2 es az ujonnan 
azonositott ICAM-3 receptora. Ezek a feluleti moleku- 
lak bizonyos szoveteken fejezodnek ki, es indukciojukat 
a gyulladasban reszt vevo mas szovetek vegzik [Marlin 
S. D. es munkatarsai: Cell, 51, 813-819 (1987); Dustin 

60 M. L. 6s munkatarsai: J. Immunol. 137, 245-254 
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(1986) ; Dustin M. L. es munkatarsai: Immunol. Today, 
9,213-215 (1988); valamintaz 1987. februar 26-anbe- 
nyujtott 07/019440 szamu, es az 1988. szeptember28-an 
benyujtott 07/250446 szamu USA-beli szabadalmi beje- 
lentesek). 

Az LFA-1 mind antigenspecifikus, mind antigen- 
fuggetlen T citotoxikus, T helper, termeszetes killer, 
granulocita es monocita kolcsonhatasokban reszt vesz 
[Springer T. A. es munkatarsai : Ann. Rev. Immunol. 5, 
223-252 (1987); Kishimoto T. K. es munkatarsai: 
Adv. Immunol. (1988)]. 

Az ICAM-1 egy egylancu glikoprotein, amelynek 
tomege kulonbozo sejttipusokban eltero, es 76-114 kD 
hatarok kozott valtozik. Tagja az Ig szupercsaladnak, es 
6t C tipusu domennel rendelkezik [Dustin M L. es mun- 
katarsai: Immunol. Today, 9, 213-215 (1988); Staunton 
D. E. es munkatarsai: Cell, 52, 925-933 (1988); 
Simmons D. es munkatarsai: Nature 331, 624-627 
(1988)]. Az ICAM-1 kulonbozo citokinokkal, igy 
IFN-g, TNF, es IL-1 segitsegevel kulonbozo sejttipu- 
sokon konnyen indukalhato [Dustin M. L. es munkatar- 
sai: Immunol Today, 9, 213-215 (1988)]. Az ICAM-1 
epitelias sejteken, endotelias sejteken es fibroblasztokon 
torteno indukcic-ja kozvetiti a limfocitak LFA-1 -fiiggo 
adheziojat [Dustin M. L. es munkatarsai: J. Immunol. 
137, 245-254 (1986); Dustin M. L. es munkatarsai: J. 
Cell. Biol. 107, 321-331 (1988); Dustin M. L. es mun- 
katarsai: J. Exp. Med. 167, 1323-1340 (1988)]. Az ad- 
hezio blokkolodik, ha a limfocitakat elozetesen LFA-1 
MAb segitsegevel vagy mas sejteket ICAM-1 MAb se- 
gitsegevel kezeljiik [Dustin M. L. es munkatarsai: J. 
Immunol. 137, 245-254 (1986); Dustin M. L. es mun- 
katarsai: J. Cell Biol. 107, 321-331 (1988); Dustin M. 
L. es munkatarsai: J. Exp. Med. 167, 1323-1340 
(1988)]. Tisztitott ICAM-l-gyel mesterseges membra- 
non vagy Petri-cseszen kapott azonos eredmenyek iga- 
zoljak, hogy az LFA-1 es az ICAM-1 egymas recepto- 
rai [Marlin S. D. 6s munkatarsai: Cell. 51, 813-819 

(1987) ; Makgoba M. W. es munkatarsai: Nature 331, 
86-88 (1988)]. Az egyertelmuseg kedveert a tovabbiak- 
ban ezeket receptomak es ligandumnak nevezziik. Az 
ICAM-1 tovabbi ismertetese megtaialhato a 07/045963, 
07/115798, 07/155 943, 07/189815 es 07/250 446 sza- 
mu USA-beli szabadalmi bejelentesekben. 

Felteteleztek, hogy letezik az ICAM-1 mellett mas 
LFA-1 ligandum is [Rothlein R. es munkatarsai: J. 
Immunol. 137, 1270-1274 (1986); Makgoba M. W. es 
munkatarsai: Eur. J. Immunol. 18, 637-640 (1988); 
Dustin M. L. es munkatarsai: J. Cell. Biol. 107, 321-331 

(1988) ]. A masodik azonositott LFA-1 ligandumot 
ICAM-2jelieljel61ik. 

Az ICAM-2 elter az ICAM-l-t61 a sejteloszl&sban, 
es abban a tenyben, hogy citokinnal nem indukalhato. 
Az ICAM-2 ket Ig-szeru domennel rendelkezo integra- 
lis membranfeherje, mig az ICAM-1 6t Ig-szeru" do- 
mennel rendelkezik [Staunton D. E. es munkatarsai: 
Cell 52, 925-933 (1988): Simmons D. es munkatarsai: 
Nature 331, 624-627 (1988)]. ferdekes, hogy az ICAM-2 
sokkal jobban hasonlit az ICAM- 1 ket N-terminalis do- 
menjehez (34%-os azonossag), mint akar az ICAM-1, 



akar az ICAM-2 az Ig szupercsalad mas fcigjaihoz, ami 
az Ig-szeru ligandumok azon alcsoportjara utal, ame- 
lyek ugyanahhoz a receptorcsaladhoz kotodnek. Az 
ICAM-2 kozelebbrol megismerheto a 07/454 294 sza- 
5 mu USA-beli szabadalmi bejelentesbol. 

Azt talaltuk, hogy letezik egy harrnadik LFA-1 li- 
gandum, amelynek jele ICAM -3. 

Az MAb ICAM-2-vel szembeni kifejlesztesekor 
tobb, korabban LFA-1 -fuggo es ICAM-1 -fuggetlen 

1 0 fenomenon analizalhato, ami arra utal, hogy letezik egy 
harrnadik LFA-1 ligandum is. A tisztitott LFA-1 ku- 
lonbozo sejttipusokhoz, igy epitelias es endotelias sej- 
tekhez torteno kotodese teljes egeszeben gatolhato az 
ICAM-1 es ICAM-2 MAb kombinacioval, mig tobb 

1 5 limfoid sejtvonalban, igy az SKW3 T-sejt limfoma sejt- 
vonalban letezik egy olyan LFA-1 adhezios folyamat, 
amely ICAM-1- es ICAM-2-ruggetlen (1 . abra). 

Az adhezios folyamat fenti vdltozatanak jellemzese- 
hez MAb-t alakitunk ki az SKW3 vonatkozasaban, es az 

20 anti-ICAM-1 es anti-ICAM-2 MAb-hoz hasonloan 
vizsgdljuk, hogy milyen mertekben gatolj^k a sejtvonal- 
nak tisztitott LFA-1 -hez tortenfi kotodeset. Kivalasz- 
tunk egy MAb-t, a CBR-IC3/l-t, amely teljes egesze- 
ben gdtolja ezt az adhezios valtozatot (1. abra). Az 

25 SKW3-sejtek tisztitott LFA-1 -hez torteno kotodeset 
csak kismertekben gdtolja a blokkolo anti-ICAM-1 es 
anti-ICAM-2 MAb-k kombinaci6ja. Ha az anti- 
ICAM-3 MAb-t, a CB-IC3/l-t onmagaban alkalmaz- 
zuk, akkor is jelentds m6rtekben gatolja az adheziot, es 

30 ez a gatlas teljesse teheto blokkolo anti-ICAM-2 MAb- 
vel kombinalva. Ez azt jelenti, hogy az SKW3 tisztitott 
LFA-1 -hez torteno adheziojat nagymertekben az 
ICAM -3, es reszben az ICAM -2 kozvetiti. Az LFA-1- 
hez tortend kotodes soran a n6gy vizsgalt sejtvonal kozul 

35 mindegyik a harom ICAM-molekulat alkalmazza kiilon- 
bozo mertekben, ami az MAb-gatlas kulonbozo folya- 
mataira utal. A JY B limfoblasztoid sejtvonal adhezioja 
elsodlegesen az ICAM-1 utvonalon keresztul tortenik, 
es csak kismertekben befolyasolja az ICAM-2 es 

40 ICAM -3 utvonal. Egy masik B- limfoblasztoid sejt- 
vonal, az SLA-sejtvonal mind az ICAM-1, mind az 
ICAM-3 utvonalat felhaszndlja, mivel az adheziot on- 
magaban sem az ICAM-1, sem az ICAM-3 MAb nem 
gatolja, de teljes mertekben blokkolja a ket MAb egyutt 

45 A Jurkat nevti timusz daganat sejtvonal az adhezio soran 
az ICAM-2 es ICAM-3 utvonalat hasznalja, es csak 
kismertekben befolyasolja az ICAM-1 utvonal. Vizs- 
galtuk a nyugvo T-limfocitakat es ezek fitohemagluti- 
ninnel (PHA) aktivilt formajat is (IB. abra). A nyugvo 

50 limfocitdk erosen kot6dnek a tisztitott LFA-1 -hez 
[Dustin 6s munkatarsai: Nature, 341, 619-624 (1989)], 
es ez a kotodes tulnyomoreszt ICAM-3-fuggo. PHA- 
aktivdlas utan induk£lodik az ICAM-1 kifejez6dese, es 
az LFA-1 -hez torteno kotodes elsosorban az ICAM-1 

55 utvonalon tortenik, es csak reszben befolyasolja az ICAM-3 
utvonal. Az ICAM-2 komponens mind a nyugvo, mind 
az aktivalt T-sejtek kot6desekor kimutathat6, de az 
ICAM-1 es ICAM-3 jelenlete elfedi. Az ICAM -mole- 
kulak feleslegben keriilnek felhasznalasra, mivel vala- 

60 mennyi vizsgalt sejtnel legalabb ket ICAM-hez tartozo 



8 



1 



HU217 176 B 



2 



MAb szukseges megfelelfl gatlas eleresehez. Egyediili 
kivetelt a nyugvo limfocitak LFA-l-hez torteno adhe- 
zioja jelent, amely tulnyomoreszt ICAM-3-fuggo. A ha- 
rom anti-ICAM MAb-kombinacioja minden esetben az 
anti-LFA- 1 MAb jelenletevel elerheto gatlassal ossze- 
hasonlito mertekben akadalyozza az LFA-1 kotodeset. 

A harom ICAM LFA-l-hez viszonyitott relativ ak- 
tivitasa vizsgalhato, ha osszehasonlitjuk az LFA- 1 meg- 
koteseben torteno reszveteluket, ami megvalosithato a 
sejtfeluleti kifejezodes immunofluoreszcensz aramlo 
citometrias meresevel (2. abra). Az ICAM-molekulak 
feliileti kifejezodesenekes az LFA-1 megkoteseben tor- 
teno reszv6teluknek osszehasonlitasabol adodik, hogy az 
ICAM - 1 mutatja a legnagyobb affinitast az LFA- 1 vo- 
natkozasaban, mig az ICAM-2 6s ICAM-3 hasonlo, de 
kisebb affinitassal rendelkezik. Igy peldaul a Jurkat-sej- 
tek hasonlo szinten fejezik az ICAM-2-t es ICAM-3-at, 
es mindketto reszt vesz az LFA-1 megkoteseben. Ahol 
az ICAM-2 kifejezfldese nagyobb, mint az ICAM-3 
kifejez6dese, igy a JY sejteknel, az LFA-1 megkotese- 
ben az ICAM-2 utvonal meghaladja az ICAM-3 utvo- 
nalat. Ezzel szemben, az SLA- es SKW3-sejtek harom- 
otszor tobb ICAM-3-at fejeznek ki, mint ICAM-2-t, es 
igy, nem meglepo modon, az adhezioban az ICAM-3 
utvonal a dominans az ICAM-2 utvonal rovasara. 
Nyugvo T- limfocitaknal, ahol az ICAM-3 jol kifejezo- 
dik, es az ICAM- 1 hianyzik, az LFA- 1 megkoteset fo- 
k6nt az ICAM-3 kozvetiti. Ha az ICAM-1 is kifejezo- 
dik, mint az SLA- 1, JY es PHA aktivdlt T-sejtek esetd- 
ben, akkor ez a primer utvonal. 

Az ICAM-3 eloszlasi mintaja tobb ponton elter az 
ICAM-1 es ICAM-2 eloszlasdtol. Az ICAM-l-t61 6s 
ICAM-2-tol elteroen, az ICAM-3 nem fejezodik ki 
nyugvo vagy stimulalt endoteliumon, ez osszhangban 
van azzal a megfigyelessel, hogy a sejtek nyugvo es sti- 
mulalt endoteliumhoz torteno LFA-l-fuggo kotodese 
fugg az ICAM-l-tol 6s ICAM-2-t61. Az ICAM-3 
a hematopoietikus vonalra korlatozodik, mivel nehany 
kiveteltol eltekintve erosen kifejez6dik a limfoid 6s 
monocita sejtvonalakon. Minden esetben azonban az 
ICAM-3 sejtvonalon tortenfi kifejez6dese koordinalhat6 
az adhezio LFA-l-fuggo es ICAM-1-, ICAM-2-fug- 
getlen utvonalaval. Az LFA-l-et csak ICAM-l-en 6s 
ICAM-2-n keresztul megkoto sejtvonalak, igy HUVEC 
6s Raji-sejtvonal, nem fejeznek ki ICAM-3-at, mig azok 
a sejtvonalak (JY, U937 es Sup T), amelyek ezen a har- 
madik utvonalon gyenge kot6dest mutatnak, megfelelo 
alacsony ICAM-3 feliileti kifejez6dessel rendelkeznek. 

Az ICAM-3 jelentos mert6kben elt6r az ICAM-l- 
tol 6s ICAM-2-tol a leukocitakon torten6 kifejezodes 
vonatkozasaban (2B. abra). Az ICAM-3 nagy mennyi- 
segben kifejez6dik nyugvo limfocitakon, monocitakon 
es neutrofll sejteken, mig az ICAM-1 6s ICAM-2 ki- 
fejezodese elhanyagolhato vagy hianyzik. Gsszehason- 
Htasul, az ICAM-1 6s ICAM-2 monocitakon gyengen 
kifejez6dik> es csak ICAM-2 talalhato nyugvo limfo- 
citakon. Sem ICAM-1, sem ICAM-2 nem fejezodik ki 
neutrofll sejteken. A limfocitak PHA-val torteno akti- 
valasa utan az ICAM-3 kifejezodese ketto-haromszo- 
rosara no, mig az ICAM-1 kifejez6dese jelentos mer- 



tekben indukalodik [Dustin es munkatarsai: J. Immu- 
nol. 137, 245-254 (1986)] (2B. abra). 

Kulonbozo l25 I-vel jelolt sejtvonalakbol szarmazo 
ICAM-3 immunoprecipitativ vizsgalata soran redukalo 

5 koriilmenyek kozott eles sav jelenik meg a 1 24 000 mol- 
tomegnek megfelelo szinten, es a mobilitas nem redu- 
kalo korulmenyekkel csak kis mertekben novelheto 
(3A. abra). N-glikandzos kezelessel az ICAM-3 sav- 
ja 87 000-es moltomegnek megfelelo ertekre csokken, 

10 ami arra utal, hogy az ICAM-3 az ICAM~l-hez es 
ICAM-2-hoz hasonloan egy erosen glikozilalt feherje 
(3B. abra). A biokemiai jellemzok, a kifejezodesi for- 
mak es a funkcionalis tulajdonsagok az ICAM-3-at 
megkulonboztetik a korabban ismert adhezios mole- 

15 kulaktol, igy a human onvezerlo LAM-1 receptortol 
[Tedder es munkatarsai: J. Immunol. 144, 532-540 
(1990)], az indukalhato endotelias adhezios molekulatol, 
VACAM-l-tol [Ricees munkatarsai: J. Exp. Med. 171, 
1369-1374 (1990); Carlos es munkatarsai: Blood 

20 (1990); Osborn es munkatarsai: Cell, 59, 1203-1211 
(1989)], 6s a matrixreceptorok VLA csaladjatol [Hemler 
M. E.: Ann. Rev. Immunol. 8, 365-400 (1990)], es a 
negy leukocita munka adatbankban hasonlo sejteloszlas- 
sal rendelkezo MAb nem talalhato [Gilks W. R. es mun- 

25 katarsai: Leukocyte Typing Data Base IV., Oxford 
University Press, Oxford, Anglia (1990)]. 

A harom LFA-1 ligandum letezese arra utal, hogy 
az LFA-l-fuggo leukocita kolcsonhatasok kulonbozo 
szempontokbol speciahzalodtak. Az ICAM-1 f6kent az 

30 endoteliumon 6s mas epitelias sejttipusokon fejezodik 
ki, es a gyulladas es immunreakciok erosen indukaljak, 
ahol szabalyozza a sejtlokalizaciot, es elfisegiti a specifi- 
kus antigenfelismerest [Wawryk 6s munkatarsai: Im- 
munol. Rev. 108, 135-161 (1989)]. Mivei az ICAM-2 

35 a dominans LFA-1 ligandum nyugvo endoteliumok 
eseteben, az adhezio ezen utvonala fontos szerepet tolt- 
het be az LFA-l-et hordozo limfocitak szoveti endote- 
liumon keresztul torteno normalis keringeseben 
[Hamann es munkatarsai: J. Immunol. 140, 693-699 

40 (1988); Mackay 6s munkatarsai: J. Exp. Med. 171, 
810-817 (1990); Pals es munkatarsai : J. Immunol. 140, 
1851-1853 (1988); Nunoi es munkatarsai: Hum. Path. 
19, 753-759 (1988)]. Az ICAM-3 neutroril sejtekre 
gyakorolt funkcioja pillanatnyilag ismeretlen, mivel a 

45 neutrofil sejtek homotipusos aggregacioja elsosorban 
Mac-l-fugg6, az LFA-1 jelenlete ellenere [Anderson 
6s munkatarsai: J. Immunol. 137, 15-27(1986); Patarroyo 
es munkatarsai: Scand. J. Immunol: 22, 619-631 
(1985)]. Az a felismeres, hogy a nyugvo T-limfocitak 

50 LFA-l-hez tdrten5 kotodese els6sorban ICAM-3-on 
keresztul tortenik, azzal a t6nnyel kombinalva, hogy az 
ICAM-3 monocitakon 6s nyugvd limfocitakon sokkal 
jobban kifejez5dik, mint a tobbi LFA-1 ligandum, arra 
utal, hogy ezek a molekulak fontos szerepet toltenek be 

55 az immunvalasz meginditasaban. Ezzel osszhangban a 
T-sejtek antigent termelo sejtekkel torteno adhezioja 
LFA-1: ICAM kolcsonhatast igenyel [Dransfield es 
munkatarsai: Imm. Rev. 114, 29-44 (1990); Makgoba 
es munkatarsai: Immunol. Today 10, 417-422 (1989)], 

60 es igy az ICAM-3 fontos szerepet tolthet be ott, elsosor- 
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ban nyugvo T-limfocitakon, ahol sem az ICAM-1, sem 
az ICAM-2 nem fejezodik ki megfclelo mertekben. Ez- 
zel osszhangban van az a megfigyeles, hogy az 
ICAM-1 -tol eltero LFA-1 ligandumok fontos szerepet 
toltenek be az allogen es autol6g vegyes limfocitareak- 
ci6kban [Bagnasco es munkatarsai: Cell Immunol. 128, 
362-369 (1.990)]. Emellett, az ICAM-3-rol feltetelezik, 
hogy fontos szerepet tolt be a T- es B-limfocitak kozotti 
anngenspecifikus kolcsonhatasokban, amikor csak az 
egyik emlitett limfocitatipus van aktivalt formaban. Az 
ICAM-3 fontos lehet tovabba olyan T-sejt celpontok 
roncsolasaban, amelyek LFA-l-fUggok, de ICAM-1- 
fuggetlenek [Makgoba es munkatarsai : Eur. J. Immunol. 
18, 637-640 (1988)]. 

A tobbfele ICAM jelenlete megkonnyiti az 
ICAM-re es anal6gjaira vonatkozo MAb-vel torteno 
klinikai kezeiest. Az ICAM-1 MAb hatasosan alkal- 
mazhato a realis [Cosimi es munkatarsai: J. Immunol. 
144, 4604-4612 (1990)] es kardialis [Flavin es munka- 
tarsai: Transplant Proc. 23, 533-534 (1991) allograft 
tok in vivo keslelteteseben. Az ICAM-3 MAb kiilon- 
bozo es egymast atfedo immunvalaszokat gatol in vivo 
koriilmenyek kozott, mivel kiilonbozo sejttipusok 
LFA- 1 -f\igg6 adhezios kolcsonhatasait gatolja. 

Az ICAM-3 gen klonozasa barmely szokasos elja- 
rassal megvalosithato. Eljarhatunk ugy, hogy ICAM-3- 
at kifejezfl sejtekbol szarrnazo cDNS inszertek ingazo 
vektortarat analizaljuk ICAM-3 gent tartalmaz6 inszert 
jelenletere. Az ilyen analizis megvalosithato ugy, hogy 
a sejteket vektorral transzfektaljuk, es vizsgaljuk az 
ICAM-3 kifejez6deset. 

Az ICAM-3 cDNS konnyen azonosithato ArufFo es 
Seed m6dositott eljarasaval [Seed B. es munkatarsai: 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3365-3369 (1987)], 
amelynek soran azonositjuk az adhezi6s molekulak 
ligandumjait. Ebben az eljarasban cDNS-tarat dllitunk 
elo az ICAM-3-at kifejezo sejtekbol, igy SLA, Jurkat 
vagy SKW3 limfoblasztoid sejtvonalboL A cDNS-tarat 
el6nyosen T-sejtekb61 keszitjuk. Ezt a tarat hasznaljuk 
olyan sejtek transzfektalasahoz, amelyek ICAM-3-at 
altalaban nem fejeznek ki, ilyen a Cos vagy HeLa sejt- 
vonal. A transzfektalt sejteket elozetesen LFA-1 vagy 
anti-ICAM-3 antitestekkel bevont Petri-cseszekbe 
vissziik. Az ICAM -3 -at kodolo szekvencidt tartalmazo 
es a sejt feluleten ezt a ligandumot kifejezo transzfektalt 
sejtek hozzakapcsolodnak a Petri-csesze feluleten talal- 
hato LFA-1 vagy anti-ICAM-3 antitestekhez. A meg 
nem kotott sejteket kimossuk, es a megkotott sejteket 
eltavolitjuk a Petri-cseszebol, majd tenyesztjuk. A sej- 
tek altal kifejezett rekombinans ICAM-3-at izolaljuk 
es szekvenaljuk. 

Ha a Petri -cseszeben LFA-l-et alkalmazunk, anti- 
ICAM-1- es anti-ICAM-2-specifikus antitesteket 
adunk a Petri-cseszehez az ICAM- 1 vagy ICAM-2 ki- 
fejeze^ere alkalmas sejtek megkotod6senek gatlasara. Az 
ICAM-1+ vagy ICAM-2+ transzfektansoknak az 
LFA-l-gyel bevont muanyaghoz torteno megkotodeset 
antitestekkel, igy RR1/1, anti-ICAM-1 MAb es 
CBR-IC2/2, anti-ICAM-2 MAb antitesttel gatoljuk. Az 
ICAM-3 transzfektalt sejteknek az LFA-l-gyel be- 



vont Petri-cseszehez torteno kotodeset EDTA es anti- 

LFA-1 MAb segitsegeve! gatoljuk, amelynek soran nem 

hasznalunk anti-ICAM-1 vagy anti-ICAM-2 MAb-t. 

Ezert az ICAM-1 vagy ICAM-2 kifejezo sejtek nem 
5 kepesek megkotodni a Petri-cseszen, es a nem kotott sej- 

tekke! egyiitt kimosodnak. Ily modon feldusulnak az 

ICAM-3 kifejezesere alkalmas sejtek. 

Az ICAM-3 kodolasara alkalmas genszekvenciak 

kinyeresere szolgalo alternativ eljarasok a technika alla- 
1 0 sabol ismertek, es szakember altal konnyen felhasznal- 

hatok. 

Az ICAM-3 kodolasara alkalmas genszekvenciak 
eloallitasa megvalosithato olyan oligonukleotid minta- 
val, amellyel cDNS- vagy genomialis DNS-tarat vizsga- 

15 lunk. Ennek soran az ICAM-3 feherjet elonyosen im- 
munotisztitasi eljarasokkal tisztitjuk, es a terminalis ami- 
nosavszekvenciat a szokasos modon meghatarozzuk. Al- 
ternativ modon eljarhatunk ugy is, hogy az ICAM-3 
feherjet enzimatikusan hasitjuk peldaul tripszin vagy 

20 Lys-C segitsegevel, a peptidet tisztitjuk, es a belso frag- 
mensek aminosavszekvenciajat meghatarozzuk. 

A reszleges aminosavszekvencia meghatarozasa utan 
oligonukleotid inintat keszitunk a felhasznalt organiz- 
mus altal elonyben reszesitett kodonok alapjan, degene- 

25 rait mintat keszitunk a lehetseges osszes kodonkom- 
bindcioval, vagy az ismert ICAM-1 vagy ICAM-2 
DNS-szekvenciakkal homolog kodonok elonyben resze- 
sitesevel, 6s kodondegeneraciot hasznalunk a kivant pro- 
bdk eloallitasahoz. A kapott pr6baval genomialis vagy 

30 cDNS -tarat vizsgalunk a probaval hibridizalo szekvenci- 
ak jelenletere. 

A fentivel azonos vagy hasonlo eljarasok hatasosan 
alkalmazhatok human aldehid dehidrogenaz [Hsu L. C. 
es munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 

35 3771-3775 (1985)], fibronektin [Suzuki S. es munkatar- 
sai: Eur. Mol. Biol. Organ. J. 4, 2519-2524 (1985)], 
human osztrogen receptorgen [Walter P. es munkatar- 
sai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 7889-7893 (1985)], 
es szovettipusu plazminogen aktivator [Pennica D. es 

40 munkatarsai: Nature 301, 214-221 (1983)] genjeinek 
kl6nozasara. 

Az ICAM-3 gen klonozasanak egy masik alternativ 
megoldasa, hogy genomidlis DNS vagy elonyosen 
cDNS klonozasaval expresszios tarat allitunk elo az 
45 ICAM-3 kifejezesere alkalmas sejtekbol. A tarat ezutan 
anti-ICAM-3 antitesttel kotodo feherje kifejezesere 
vizsgaljuk. 

A fent ismertetett modszerek egyikevel kapott klo- 
nozott ICAM-3 gent m\lk6d6kepes m6don expresszios 
50 vektorhoz kapcsoljuk, 6s bakterialis vagy eukariota sejt- 
be bevive elodllitjuk az ICAM-3 feherj6t. Ezek a lepe- 
sek konnyen megvalosithatok Manniatis T. es munkatar- 
sai kozismert kezikonyve alapjan, valamint a szokasos 
eljarasokkal. 

55 Az ICAM-3 gen klonozasa megvalosithato PCR- 
technikaval is, ha feltetelezzuk, hogy az ICAM-3 ho- 
molog az ICAM-l-hez es ICAM-2-hoz viszonyitva. 
Az ICAM-1 es ICAM-2 kozos szekvenciain alapulo 
degener^lt oligonukleotid primer felhasznalhat6 az 

60 ICAM-3 feherje kifejezesere alkalmas sejtekbol, igy 



10 



1 HU217 



SKW3 mandula sejtvonalbol [deFougerolles es munka- 
tarsai: J. Exp. Med. 175, 185-190 (1992)] szarmazo 
cDNS vagy mRNS polimeraz lancreakciojahoz. A ka- 
pott klonokat szekvenaljuk, es az ICAM-l-t61 es 
ICAM-2-tol eltero szekvenciakat hasznaljuk a teljes 5 
hosszusagu cDNS-klonok eloaliitasahoz. 

A fent ismertetett eljarasoknal a klon hitelesitese 
megvalosithato a teljes hosszusagu klon peldaul COS- 
sejtekben torteno kifejezesevel, es ICAM-3 MAb-vel 
vegzett vizsgalattal. 1 0 

Az ICAM-3 funkcionalis szarmazeka olyan vegyii- 
let, amely az ICAM-3 biologiai aktivitasahoz lenyege- 
sen hasonlo biologiai aktivitassal (funkcionalis vagy 
szerkezeti aktivitassal) rendelkezik. A funkcionalis szar- 
mazek kifejezes kiterjed az eredeti ICAM-3 molekula 15 
fragmenseire, valtozataira es kemiai szarmazekaira. 

Az ICAM-3 fragmense az eredeti molekula reszhal- 
mazat kepezo barmely polipeptid lehet. Elonyosek az 
ICAM-3 eredeti aktivitasat rendelkezo es oldhato (va- 
gyis nein membranhoz kotott) ICAM-3 fragmensek. Az 20 
oldhato fragmenst az eredeti molekuiabol eionyosen a 
membranathidalo szakasz kiiktatisaval vagy a hidrofil 
amino savcsoportok kiiktatasaval vagy hidrofob csopor- 
tokra torteno kicserelesevel allitjuk elo. A megfelelo 
csoportok kivalasztasa szakember tudasahoz tartozik. 25 

Elonyosek tovabba a teljes Ig-szerii domen barmely 
reszet, igyaDl, Dl es D2, Dl-3, Dl-4 esDl-5 do- 
meneket tartalmaz6 fragmensek. 

Az ICAM-3 valtozata olyan molekula, amely szer- 
kezeteben es funkciojaban lenyegesen hasonlit az ere- 30 
deti molekulahoz vagy annak fragmensehez. 

Egy molekula akkor tekintheto „lenyegeben ha- 
sonlo"-nak egy misik molekulahoz, ha mindket moleku- 
la nagyfoku szerkezeti hasonlosagot mutat vagy mindket 
molekula hasonlo biologiai aktivitist mutat. Ennek meg- 35 
feleloen, ha ket molekula hasonlo aktivitast mutat, akkor 
ezeket valtozatoknak nevezzuk a leirasban alkalmazott 
kifejezesek ertelmeben, meg akkor is, ha az egyik mole- 
kula szerkezete nem talalhato meg a masik molekulaban, 
vagy az aminosavszekvenciak nem azonosak. 40 

A leirasban alkalmazott ertelemben egy molekula 
akkor tekintheto egy masik molekula kemiai szarmaze- 
kinak, ha olyan tovabbi kemiai reszleteket tartalmaz, 
amelyek altalaban nem fordulnak elo a termeszetes ere- 
detu molekuldban. Ezek a reszletek javithatjak a mole- 45 
kula oldekonysagat, abszorpciojat, biol6giai felezesi ide- 
jet es mas hasonlo tulajdonsagait. ElSfordulhat, hogy 
ezek a reszletek csokkentik a molekula toxicitasat, vagy 
kikuszobolik vagy gyengitik a nemkivanatos mellekha- 
tasokat. Az ilyen tulajdonsagokkal rendelkezo reszletek 50 
megtalalhatok a Remington^ Pharmaceutical Sciences 
(1980) cimumuben. 

Egy molekula toxinnal kepzett szarmazeka a kemiai 
szarmazekok specialis csoportjat k6pezi. A toxinszarma- 
zek olyan molekula, igy ICAM-3 vagy anti-ICAM-3 55 
antitest, amely kovalens kotessel egy toxinreszhez kap- 
csolodik. Egy ilyen resznek a molekulahoz torteno hozza- 
kotodese a szokasos m6don zajlik le. 

Ha egy sejthez ilyen molekula kot6dik, akkor a to- 
xinresz kozel keriil a sejthez es elosegiti annak pusztu- 60 
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lasat Toxinreszkent barmely ismert toxin alkalmazha- 
to, el6nyos azonban a ricin toxin, kolera toxin, difteria 
toxin, a radioizotop toxinok es a membrancsatornat ke- 
pezo toxinok. 

Az ICAM-3 legfeljebb szaz csoportot tartalmazo 
funkcionalis szarmazekai konnyen eloalhthatok in vitro 
szintezissel. Ktvant esetben az ilyen fragmensek a szo- 
kasos modon modosithatok, amelynek soran a tisztitott 
vagy nyers feherje kivalasztott aminosavmaradekait az 
adott oldallanccal vagy terminalis maradekkal reak- 
ciokepes, szerves, szarmazekkepzo szerrel reagaltatjuk. 
A kapott kovalens szarmazek felhaszndlhato a biologiai 
aktivitas szempontjabol fontos maradekok azonosita- 
sara. 

Az ICAM-3 fragmensei kiilonbozo eljarasokkal 
eloalhthatok es izolalhatok. Bifunkcionalis szerekkel 
vegzett szarmazekkepzes soran az ICAM-3 vizben 
oldhatatlan hordoz6 matrixhoz kothet6. Alternativ mo- 
don, a feherje immobilizalasara reakciokepes, vizben 
oldhatatlan matrixok, igy cianogdn bromiddal aktivalt 
szenhidratok, vagy a 3 969287, 3 691016, 4195128, 
4247642, 4229537 es 4 330440 szamu USA-beli sza- 
badalmi leirasokban ismertetett reakciokepes szubsztra- 
tumok is felhasznalhatok. 

Az ICAM-3 funkcionalis szarmazeka megvaltozta- 
tott aminosavszekvenciaval rendelkezik, ami eloallitha- 
to peldaul az ICAM-3-at kodolo DNS mutalasaval. Az 
ilyen funkcionalis szarmazek kialakithato peldaul ugy, 
hogy az ICAM-3 aminosavszekvenciajabol maradeko- 
kat torliink, maradekokat visziink be, vagy maradekokat 
helyettesitunk. A vegso szerkezethez a kiiktatas, inszer- 
talas es helyettesites tetszolegesen kombinalhato, azzal 
a megszoritassal, hogy a vegs6 szerkezet a kivant akti- 
vitassal rendelkezik. Nyilvanval6, hogy a funkcionalis 
szarmazekot kodolo DNS mutacioi nem a leolvasoke- 
reten kivul talalhatok, es eionyosen nem kepeznek 
olyan komplementer szakaszokat, amelyek szekunder 
mRNS-szerkezet kialakitisahoz vezetnek (75445 sza- 
mu europai kozrebocsatasi irat). 

Genetikai szinten a funkcionalis szarmazekok eloal- 
hthatok az ICAM-3-at kodolo DNS helyspecifikus 
mutaci6javal, amelynek soran a funkcionalis szarmaze- 
kot kodolo DNS-t kapunk, ami rekombinans sejttenye- 
szetben kifejezhet6. 

Mig az aminosavszekvencia megvaltoztatasinak he- 
lye elore meghatarozott, a mutacio maga nem kell, hogy 
elore meghatarozott legyen. Igy peldaul egy adott he- 
lyen vegrehajtott mutdcio teljesitmenyenek optimaliza- 
lasahoz alkalmazhato egy megcdlzott kodonon vagy 
szakaszon vegrehajtott, veletlenszerfi mutacio, igy lin- 
kerrel iranyitott mutaci6, amelynek soran nagy szamban 
kepz6dnek olyan szarmazekok, amelyek kifejezhetok es 
a kivant aktivitas optimalis kombinaciojara vizsgalha- 
tok. Egy DNS elore meghatarozott helyein torteno mu- 
tacio a szokasos modon, peldaul helyspecifikus muta- 
cioval megvalosithato. 

Az ICAM-3 funkcionalis szarmazekai ennek meg- 
felelSen el5nyosen elodllithatok az ICAM-3 -at vagy az 
ICAM-3 egy korabban eloallitott funkcionalis szarma- 
zekat k6dolo DNS helyspecifikus mutaciojaval. A hely- 
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specifikus mutaci6t a szokasos modon vegezzuk 
[Maniatis T. es munkatarsai: Molecular Cloning, 
A Laboratory Manual, Coldspring Harbor, New York, 
USA (1982)]. A helyspecifikus mutacio segitsegevel az 
ICAM-3 funkcionalis szarmazekai a kivant mutacionak 
megfeleio DNS-szekvenciat k6dolo specifikus oligo- 
nukleoticlszekvenciakon keresztul nyerhetok. 

A helyspecifikus muticioval elvegezheto aminosav- 
kiiktatas, -inszertalas vagy -helyettesites. Az aminosav- 
szekvenciaban vegrehajtott kiiktatas altalaban mintegy 
1-30 maradekot, elonyosen 1-10 maradekot olel fel, es 
altalaban szomszedos maradekokra terjed ki. Elonyosen 
olyan kiiktatast vegziink, amelynek soran az ICAM-3 
oldhato formaja keletkezik. Az ICAM-3 oldhato formai 
elonyosen eloallithatok az ICAM-3 membranathidalo 
szakaszanak kiiktatisaval vagy az ICAM-3 -on belul ta- 
lalhato hidrofob maradekok kiiktatasaval. 

Az aminosavinszertalas soran az ICAM-3-at kodo- 
16 szekvenciaba egy vagy tobb aminosavat epitiink be, 
vagy terminals fuzioval ienyegeben korlatlan hosszu- 
sagu polipeptidet csatlakoztatunk. Az intraszekvenalis 
inszertalas (vagyis a teljes ICAM-3 molekulaszekven- 
cian beluli inszertalas) kiterjedese altalaban mintegy 
1-10 maradek, elonyosen 1-5 maradek. A terminalis 
inszertalasra peldakent emlitheto egy szignalszekven- 
ciaval vegrehajtott fuzio, amely a gazdaszervezetre nez- 
ve lehet heterolog vagy homolog, es amely a molekula 
N-terminalis reszehez kapcsol6dva elosegiti a rekom- 
binans gazdaszervezetbol torteno kivalaszt6dast. 

A funkcionalis szarmazekok harmadik csoportjat 
kepezik azok, amelyekben az ICAM-3 molekulan be- 
liil egy vagy tobb aminosavmaradekot eltavolitunk, es 
helyukre ezektol elter6 maradekot epitiink be. Az ilyen 
helyettesitest elonyosen az alabbi tablazatnak megfeie- 
loen vegezzuk, amelynek soran modositott tulajdonsa- 
gokkal rendelkezo ICAM-3 molekulat kapunk. 

/. tdblazat 



Ercdcti marad6k 


Hclycttc.sit6 maradck 


Thr 


ser 


Trp 


tyr 


Tyr 


trp, phe 


Vai 


ile, leu 



Ercdcti maradek 


Hciycttcsitfi marad6k 


Ala 


gly, ser 


Arg 


lys 


Asn 


gin, his 


Asp 


glu 


Cys 


ser 


Gin 


asn 


Glu 


asp 


Gly 


ala, pro 


His 


asn, gin 


lie 


leu, val 


Leu 


ile, val 


Lys 


arg, gin, glu 


Met 


leu, tyr, ile 


Phe 


met, leu, tyr 


Ser 


thr 



A funkcionalis vagy immunologiai azonossag le- 
1 0 nyegesebben megvaltoztathato olyan helyettesitesek ki- 
valasztasaval, amelyek kevesbe konzervativak, mint az 
1 . tablazatban megadott maradekok, vagyis olyan mara- 
dekok kivalasztasaval, amelyek hatasukban jobban el- 
ternek 

15 a) a helyettesites kornyezeteben a polipeptidlanc 
szerkezetenek megorzeseben, peidaul a sik vagy helikus 
konformacioban, 

b) a molekula toltesenek vagy hidrofob jellegenek 
megorzeseben, vagy 

20 c) az oldallancok megorzeseben. 

A kevesbe konzervatrv helyettesitesekre peldakent 
emlitheto az az eset, amikor 

a) glicint es/vagy prolint mar aminosawal helyette- 
sitiink vagy kiiktatunk, illetve inszertalunk, 
25 b) hidrofii maradekot hidrofob maradekkal helyette- 
situnk, 

c) ciszteinmaradekot mas maradekkal helyettesitunk, 

d) elektropozitiv oldallanccal rendelkezo maradekot 
elektronegativ toltessel rendelkezo maradekkal helyet- 

30 tesitiink, vagy 

e) nagy terkitoltesQ oldallanccal rendelkezo marade- 
kot oldallanc ndlkuli marad6kkal helyettesitunk. 

Elonyos az olyan helyettesites, amely befolyasolja 
az ICAM-3 oldekonysagat. Ez a legkonnyebben ugy 

35 valosithato meg, hogy hidrofii aminosavakat hidrofob 
aminosavakkal helyettesitiink. 

Az ICAM-3 affinitasanak noveleset celzo mutacio 
megvalosithato peidaul az ICAM-1 vagy ICAM-2 ho- 
molog pozicioiban talalhato aminosavmaradekok bevi- 

40 televel. Hasonlo modon eloallithatok olyan inutans 
ICAM-3 molekulak, amelyekb61 az ICAM-l-gyel 
vagy ICAM-2-vel homolog poziciokban hianyzik a nit- 
rogenatomhoz kapcsol6do CHO-csoport. 

Nehez elfire meghatarozni, hogy egy adott helyette- 

45 sites, kiiktatas vagy inszertalas pontosan milyen modon 
befolyasolja az ICAM-3 biol6giai hatasit. Szakember 
szamara azonban nyilvanvalo, hogy ez rutins zeni atfogo 
vizsgalatokkal meghatarozhato. fgy peidaul, a szarmaze- 
kot altalaban a termeszetes ICAM-3 molekulat kodolo 

50 DNS-linkerrel iranyitott helyspecifikus mutaciojaval al- 
litjuk el6. A szannazekot ezutin rekombinans gazda- 
szervezetben kifejezzuk, es adott esetben a sejttenyeszet- 
bol pdldaul immunaffinitiv kromatografiasan tisztitjuk. 
A sejtlizatum vagy a tisztitott szdrmazek hatasat ez- 

55 utan a kivant jellemzore vonatkozo vizsgalattal ellen- 
orizztik. fgy peidaul, a funkcionalis szarmazek immu- 
nologiai karakterenek, igy egy adott antitesttel szemben 
mutatott affinitasanak valtozasa merhet6 kompetitiv ti- 
pusii immunoassay vizsgalattal. Szinten megfeleio vizs- 

60 galattal merheto az immunomodulaci6s hatis valtozasa. 
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A feherjetulajdonsagok, igy a redox jelleg, h6stabilitas, 
biologiai fclezesi ido, hidrofob jelleg, proteolitikus 
bomlassal szembeni erzekenyseg vagy hordozohoz tor- 
teno hozzakapcsolodas, vagy multimer molekulava tor- 
teno aggregalodas valtozasa a szokasos modon vizsgal- 
hato. 

Az ICAM-3 agonistaja olyan vegyulet, amely biz- 
tositja vagy fokozza az ICAM-3 azon kepesseget, 
hogy kivaltsa biologiai funkcioit. Az ilyen agonistara 
peldakent emlitheto az olyan anyag, amely elosegiti az 
ICAM-3-nak a cellularis receptorhoz torteno hozza- 
kapcsolasat. 

Az ICAM-3 antagonistaja olyan vegyulet, amely 
megsziinteti vagy csokkenti az ICAM-3-nak azon ke- 
pesseget, hogy valamely biologiai runkciojat betoltse. 
Az ilyen agonistara peldakent emlitheto az ICAM-1 es 
ICAM-2, ezek funkcionalis szarmazekai, valamint az 
anti-ICAM-3 antitest es anti-LFA-1 antitest. 

A 07/045 963, 07/115 798, 07/155 943, 07/189 815 
vagy 07/250446 szamu USA-beli szabadalmi bejelen- 
tesekben ismertetett cellularis aggregdciovizsgalat fel- 
hasznalhato az LFA-l-fiiggo aggregacio meresere, es 
igy olyan anyagok azonositasara, amelyek befolydsol- 
jak az ICAM-3/LFA-1 aggregaciot Vagyis, ez a vizs- 
galat felhasznalhato az ICAM-3 agonistak es anta- 
gonists azonositasara. Az antagonistak csokkenthetik 
az LFA-1 vagy ICAM-3 aggregaciot kozvetito kepes- 
seget. Emellett, a fenti vizsgalattal nem immunoglo- 
bulin (vagyis kemiai) anyagok is vizsgalhatok annak 
megallapitasara, hogy ezek agonizaljak vagy anta- 
gonizaljak az ICAM-3/LFA-1 kozvetitett aggregaciot. 
Az ilyen aggregacios vizsgdlatot dltalaban PMA-val sti- 
mulalt periierids T-sejtekkel v6gezziik. Ez azt jelenti, 
hogy a periferids versejteknek az LFA-1 -hez torteno 
kotodese felhasznalhato az ICAM-3 altal kozvetitett 
aggregacio vizsgalatahoz. 

Immunoglobulin antagonistakent a talalmany ertel- 
meben el6nyosen alkalmazhato az ICAM-3-ra specifi- 
kus antitest, igy a CBR-IC3/1. Kiilonbozo eljarasokkal 
mas megfelelo anti-ICAM-3 antitestek is eloailithatok. 

Az ICAM-3-ra vagy ennek funkciondlis szirma- 
zekaira specifikus antitest lehet poliklondlis vagy mo- 
noklonalis. Emellett, a talalmany szerinti antitest a szo- 
kasos modon humanizalhatd (PCT/US91/02942 es 
PCT/US9 1/02946 szamu nemzetkozi szabadalmi beje- 
lentes). 

Az anti-ICAM-3 antitest eioallithato peldaul ugy, 
hogy megfelel6 allatba ICAM-3-at vagy ennek peptid- 
fragmenset juttatjuk. Az immunizalt allat a kezeles ha- 
tasara poliklondlis antitestet termel. Az ICAM-3 pep- 
tidfragmensenek alkalmazasdval olyan specifikus anti- 
test-sorozatot kapunk, amely az allat imrnunizalasara 
alkalmazott peptidrragmensekben taldlhato epitopokkal 
lep reakcioba. 

Alternativ modon az anti-ICAM-3 antitestek eloal- 
lithatok a limfocitak feluleten termeszetes modon kife- 
jezodo ICAM-3 alkalmazasdval. Az ilyen sejteket 
megfelelo allatba visszuk be, peldaul intraperitonealis 
injekci6val, amelynek hatasara ICAM-3 vagy CD18 
csaladba tartozo molekula megkotesere alkalmas anti- 



testek kepzodnek. iCivant esetben az ilyen allat szeruma 
eltavolithato, 6s a molekulak megkotesere alkalmas po- 
liklonalis antitestek eloallitasahoz felhasznalhato. 

Alternativ modon, az anti-ICAM-3 antitestek eloal- 
5 lithatok Selden modszerenek adaptalasaval (289 034 szamu 
europai kdzrebocsatasi irat es Selden R. F. es munkatar- 
sai: Science, 236, 714-718 (1987)]. Ennek soran, meg- 
felelo allat, peldaul eger sejtjet sertetlen ICAM-3 mole- 
kulat vagy annak fragmenset kifejezo vektorral transz- 
1 0 fektaljuk. A transzfektalt sejt ICAM-3-at termel, ami az 
allatban immunvalaszt vdlt ki, es ez anti-ICAM-3 anti- 
testek termelesehez vezet. 

Elonyosen azonban ugy j drunk el, hogy a tetszo le- 
ges modon immunizalt allatbol lepsejteket tavolitunk 
15 el, es igy ICAM-3 megkotesere alkalmas, monoklo- 
nalis antitestet nyerunk. 

A fent leirt m6don kapott hibridoma sejtek kiilonbozo 
eljarasokkal vizsgalhatok az ICAM-3 megkotesere al- 
kalmas antitestet kivdlaszto hibridoma sejtek azonositasa- 
20 ra. A vizsgalat soran a molekulat elonyosen azon kepes- 
sege alapjan azonositjuk, hogy gdtolja az ICAM-3 kife- 
jezesere kepes, es az ICAM-1 es ICAM-2 kifejezesere 
keptelen sejtek aggregaciojat. Az aggregaciot gatlo anti- 
testeket tovabb vizsgaljuk annak meghatarozasa erdeke- 
25 ben, hogy az aggregaciot az ICAM-3-hoz vagy a CD18 
csalddba tartozo molekulakhoz torteno kotodes soran ga- 
toljak. Ennek soran minden olyan eszkoz felhasznalhato, 
amely alkalmas az ICAM-3 es a CD18 csaladba tartozo 
molekuldk megkulonboztetesere. Igy peldaul az antitest 
30 altal megkotott antigen analizalhato az immunopreci- 
pitativ eljarassal, vagy poliakrilamid gelelektroforezissel. 
A CD18 csaladba tartozo molekulakat megkoto antites- 
tek megkulonboztethetdk az ICAM-3 -at megkoto anti- 
testektol, ha merjiik az antitestnek LFA-1 kifejezesere 
35 kepes, de ICAM- 3 kifejezesere keptelen (vagy forditva) 
sejtekhez torteno kot6deset Egy antitestnek LFA-1 kife- 
jezesere kepes, de ICAM-3 kifejezesere keptelen sejthez 
torteno kot6dese a szokasos eszkozokkel detektalhat6. 
Ezekre peldakent emlitheto az immunoassay vizsgalat 
40 (peldaul immunofluoreszcensz vizsgalat), cellularis agg- 
lutinin, szurohoz torteno kotodes vizsgalata, es anti- 
testprecipitativ vizsgdlat. 

Az antitestet el5nyosen az alapjan szelektaljuk, 
hogy kotodik-e az ICAM-3 kifejezesere kepes sejtek- 
45 hez, de nem kotodik az ICAM-3 kifejezesere keptelen 
sejtekhez. 

Az ICAM-3 fent emlitett agonistai es antagonistai 
mellett a talalmany ertelmeben a gyulladas, HIV-fert6- 
zes es asztina kezelesere felhasznalhatok peldaul az an- 
50 ti-ICAM-3 antitestek vonatkozdsaban antiidiotipikus 
antitestek, valamint az ICAM-3 megkotesere kepes 
receptormolekulak, es ezek fragmensei. 

Az emlitett antiidiotipikus antitestek kompetitiv 
m6don kotodnek (vagy elzarkoznak) az ICAM-3-hoz. 
55 Az ilyen antitestek eloallithatok peldaul ugy, hogy anti- 
ICAM-3 antitestre specifikus antitestet allitunk elo, es 
vizsgdljuk ennek az ICAM-3 term6szetes kotoligan- 
dumjaihoz torteno kotodeset. 

Mivel a CD18 csalad tagjai kepesek az ICAM-3 
60 megkotesere, az ilyen molekulak alkalmazasa (peldaul 
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a es P alegysegekkel rendelkezo heterodimer vagy csak 
a vagy csak P alegysegekbol alio molekula vagy ezek 
fragmensei formajaban) versengest indit el a molekulak 
es sejtek kozott a sejten talalhato ICAM-3 megkotese 
vonatkozasaban. 

A talalmany szerinti antiaggregacios antitestek tet- 
szoleges modon azonosithatok es titralhatok. Igy pel- 
daul, vizsgalhatjuk az antitestek differencialodasat az 
ICAM-3-at kifejezo sejtekhez, igy T-sejtekhez torteno 
kotodesben, valamint azt, hogy milyen mertekben kep- 
telenek az ICAM-3-at nem kifejezo sejtek megkotese- 
re. A cellularis aggregacio meresere alkalmazhatok pel- 
daul a 07/045 963, 07/115798, 07/155943, 07/189815 
vagy 07/250 446 szamu USA-beli szabadalmi bejelen- 
tesekben ismertetett eljarasok. Merheto tovabba az anti- 
testek ICAM-3-hoz vagy ennek peptidfragmensehez 
torten6 kotodese is. Szakember szamara nyilvanvalo, 
hogy a fenti vizsgalatok tetszoleges modon modositha- 
tok vagy kombinalhatok kiilonbozo tulajdonsagok vizs- 
gaiata erdekeben, es az ICAM-3 megkotesere alkalmas 
antitestek CD 18 csaladba tartozo molekulaktol torteno 
megkulonboztetese erdekeben. 

A talalmany szerinti szerek eloallithatok termeszetes 
eljarasokkal, peldaul valamely allatban, novenyben, 
gombaban vagy bakteriumban kivaltjuk az ICAM-3 
nem immunoglobulin antagonistajanak eloaliitasat, vagy 
valamely allatban kivaltjuk az ICAM-3 megkotesere al- 
kalmas poliklonalis antitestek eloallitasat; valamint szin- 
tetikus eljarasokkal, p61daul ICAM-3, ennek funkcioke- 
pes szarmazeka vagy feherje antagonistaja, peldaul im- 
munoglobulin vagy nem immunoglobulin antagonistaja 
szintetizalasaval; hibridoma techno logiaval, peldaul 
ICAM-3 megkotesere alkalmas monoklonalis antitest 
eloallitasaval; vagy rekombinans technologiaval, pel- 
daul ugy, hogy a szert rekombinans plazmid vagy virus- 
vektor alkalmazasaval kiilonbozo gazdaszervezetben, 
igy elesztoben, bakteriumban, gombaban vagy tenyesz- 
tett emlossejtben termeltetjuk. Az adott modszert kiilon- 
bozo faktoroktol fuggoen, peldaul alkalmassag vagy ki- 
termeles, valasztjuk ki. Lehetseges tovabba az is, hogy 
ket vagy tobb, fent emlitett technologiat kombinalunk a 
kivant gyulladasgatlo szer eloallitasahoz. 

A talalmany szerinti szerek felhasznalhatok az 
ICAM-3 altal kozvetitett kiilonbozS biologiai hatasok 
modositasara. 

A talalmany szerinti megoldas egyik megvalositasi 
modja azon alapszik, hogy az ICAM-3 es funkcionalis 
szarmazekai kolcsonhatasba lepnek a CD 18 csalad mo- 
lekulaival, els6sorban az LFA-l-gyel. Az ICAM-3 es 
a CD 18 csaladba tartozo glikoproteinek kozotti kol- 
csonhatas felhasznalhato a gyulladas elnyomasara, va- 
gyis megakadalyozasara es gyengitesere. 

Gyulladas alatt ertjuk a specifikus vedekezo rend- 
szer es a nem specifikus vedekezo rendszer reakcioit. 

A specifikus vedekezo rendszer az immunrendszer 
azon komponense, amely specifikus antigenek jelenle- 
tere reagal. A gyulladas akkor tekinthet6 a specifikus 
vedekezo rendszer valaszanak, ha a gyulladast a specifi- 
kus vedekezo rendszer reakcioja okozza, kozvetiti vagy 
ezzel van osszefuggesben. A specifikus vedekezo rend- 



szer valaszabol szarmazo gyulladasra peldakent emlit- 
heto az antigenekre, igy rubeola virusra adott valasz, az 
autoimmun betegsegek es a T-sejtek altal kozvetitett, 
kesleltetett tipusu hipererzekenyseg valasz (peldaul a 
5 Mantaux-tesztben pozitiv eredmenyt ado betegek). 
A specifikus vedekez<3 rendszer reakcioib61 szarmazo 
gyulladasra tovabbi peldakent emlitheto a kronikus 
gyulladasos betegseg, valamint a szilard szovetek es 
szervek, igy vese es csontvelo atultetese utan jelentkezo 

10 kilokodes. 

A nem specifikus vedekezo rendszer reakcioja az 
immunologiai memoriaval nem rendelkezo leukocitak 
altal kozvetitett reakcio. Az ilyen sejtek koze tartoznak 
a granulocitak es makrofagok. A gyulladas akkor te- 

15 kintheto a nem specifikus vedekezo rendszer valasza- 
nak, ha azt a nem specifikus vedekezo rendszer okozza, 
kozvetiti vagy azzal van osszefuggesben. A legaiabb 
reszben a nem specifikus vedekezo rendszer reakcio- 
jabol szarmazo gyulladasra peldakent emlitheto az 

20 olyan allapotokkal oszefuggo gyulladas, mint felnott 
legzeszavar szindroma (ARDS), vermergezes, trauma 
vagy verzes altal okozott tobbszoros szervseriiles szind- 
roma, miokardialis vagy mas szovetek reperfuztos serii- 
lese, akut glomerulonefritisz, reaktiv iziileti gyulladas, 

25 akut gyulladasos komponenssel rendelkezo dermatozis, 
akut gennyes agyhartyagyulladas vagy a kozponti ideg- 
rendszer mas gyulladasos seriilese, igy gutaiites, ho al- 
tal okozott serules, hemodializis, leukaferezis, kolitisz 
ulceroza, Crohn-betegs6g, iiszkos vekonybel-vastagbel 

30 hurut, granulocitatranszfuzioval tarsult szindroma es 
citocin altal okozott toxicitas. 

Mint emlitettiik, az ICAM-3 molekulanak a CD18 
csaladba tartozo molekulakhoz torteno kotodese koz- 
ponti szerepet jatszik a cellularis adhezioban. Az adhe- 

35 zio folyamatan keresztiil a limfocitak a szervezetben 
folyamatosan ellenorzik idegen antigdnek jelenletet. 
Bar ezek a folyamatok altalaban kedvezo hatasuak, es 
ezert kivanatosak, szilard szervek atultetese utan, pel- 
daul vese atultetese utan, valamint nem szilard szer- 

40 vek atultetese utan, peldaul csontvelo- vagy szovetat- 
ultetes utan kilokodest okozhatnak, es emellett tobb 
autoimmun betegseg kivalto okai. Ezert minden olyan 
eszkoz, amely alkalmas a cellularis adhezio gyengi- 
tesere vagy gatlasara, elonyos lehet szilard szerv, pel- 

45 daul veseatiiltetes, valamint nem szilard szerv, peldaul 
csontvel5-atultetes utan, valamint autoimmun bete- 
geknel. 

A CD 18 csaladba tartozo molekulakra specifikus 
monoklonalis antitestek a leukocitak kiilonbozo adhe- 

50 ziotol fiiggo funkcioit gatoljak, ilyen peldaul az endote- 
liumhoz torteno kotodes [Haskard D. 6s munkatarsai : J, 
Immunol. 137, 2901-2906 (1986)], a homotipusos ad- 
h6zi6 [Rothlein R. es munkatarsai: J. Exp. Med. 163, 
1132-1149 (1986)], a limfocitak antigennel es mito- 

55 gennel indukalt szaporodasa [Davignon D. es mun- 
katarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 4535-4539 
(1981)], az antitestkepzodes [Fischer A. es munkatar- 
sai: J. Immunol. 136, 3198-3203 (1986)], es a leukoci- 
tak effektor funkcioi, igy a citotoxikus T-sejtek roncso- 

60 16 hatasa [Krensky A. M. es munkatarsai: J. Immunol. 
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132, 2180 -2182 (1984)], amakrofagok roncsoI6 hata- 
sa [Strassman G. 6s munkatarsai: J. Immunol. 136, 
4328-4333 (1986)], valamint az antitesttol fuggo cel- 
lulitis citotoxikus reakcioban reszt vevo valamennyi 
sejt roncsolo hatasa [Kohl S. es munkatarsai: J. Im- 
munol. 133, 2972-2978 (1984)]. A fenti funkciok- 
nal az antitest gatolja a leukocitaknak a megfelelo 
cellularis szubsztratumhoz torteno kotodeset, es igy 
a kdtodessel osszefuggo biologiai funkcioit. Ezek a 
funkciok, amennyiben osszefuggesben vannak az 
ICAM-3/LFA-1 kolcsonhatassal, anti-ICAM-3 anti- 
testekkel gatolhatok. 

Ennek kovetkezteben, az ICAM-3 megkotesere al- 
kalmas monoklonalis antitestek human betegeknel es 
emlosoknel gyulladasgatlo szerkent alkalmazhatok. 
Ezek a szerek annyiban kulonboznek az altalanos gyul- 
ladasgatlo szerektfil, hogy kepesek az adhezio szelektiv 
gatlasara, es nem okoznak mellekhatasokat, peldaul 
mentesek a szokasos szerek vesekarosito mellekhata- 
satol. 

Mivel az ICAM-3, elsosorban annak oldhato for- 
maja antitestkent hat a CD18 csaladra, felhasznalhato 
gyulladas gatlasara. Emellett, az ICAM-3 funkcionalis 
szarmazekai es antagonistai is felhasznalhatok a gyulla- 
das gatlasara. 

Az ICAM-3 reszben olyan adhezios folyamatokat 
is kozvetit, amelyek szuksegesek gyulladasos reakciok, 
igy kesleltetett tipusu rupererzekenyseg reakciok kiala- 
kulasahoz. Ezert az ICAM-3 megkotesere alkalmas an- 
titestek, elonyosen monoklonalis antitestek terapias po- 
tenciaUal rendelkeznek az ilyen reakciok gyengiteseben 
es megszunteteseben. 

Emellett az ICAM-3 antagonizalja az 
ICAM-l/LFA-1 kolcsonhatast, ez6rt az ICAM-3, el- 
sosorban annak oldhato formaja, valamint ennek funk- 
cionalis szarmazekai felhasznalhatok a kesleltetett tipu- 
su hipererzekenyseg reakci6 elnyomasara. 

Ez a terapias potencial ket modon hasznosithato. 
Eloszor a kesleltetett tipusu hipererzekenyseg reakciot 
mutato betegnek anti-ICAM-3 monoklonalis antitestet 
vagy az ICAM-3 oldhato szarmazekat tartalmazo ke- 
szitmenyt adagolunk. Az ilyen keszttmenyeket peldaul 
azoknak a betegeknek adagoljuk, akik ilyen antig6nek- 
kel, peldaul szomorcevel vagy mergezo tolggyel erint- 
keznek. A masik lehetosegnel a betegnek az ICAM-3 
megkotesere alkalmas monoklonalis antitestet adago- 
lunk, es igy megakadalyozzuk a gyulladasos reakcio 
kialakulasat. Igy az anti-ICAM-3 antitesttel egyutt 
adagolt antig6n a betegnei idoleges toleranciat alakithat 
ki az antig6n kes6bbi jelenletere. 

Mivel az LFA- 1 -hianyos LAD-betegeknel gyulla- 
dasos valasz nem alakul ki, feltetelezheto, hogy az 
LFA-1 termeszetes ligandumjainak antagonistai szin- 
ten gatoljak a gyulladasos valaszt. Az ICAM-3 elleni 
antitestek gyulladasgatlo hatasa kepezi a terapias fel- 
hasznalas alapjat a kronikus gyulladasos betegsegek 
6s autoimmun betegsegek, igy eritemias lupusz, auto- 
immun pajzsmirigygyulladas, kiserleti allergias agy-ge- 
rincvelo gyulladas (EAE), szklerozis multiplex, kiilon- 
bozo formaju diabetes, Reynaud-szindroma, 6s reumas 



xzuleti gyulladas kezelesehez. Az ilyen antitestek fel- 
hasznalhatok tovabba a pszoriazis kezelesehez. 

A talalmany szerinti anti-ICAM-3 antitest altalaban 
adagolhato onmagaban vagy anti-lCAM-1 es/vagy an- 
5 ti-ICAM-2 antitesttel kombinalva a szteroid terapiaval 
gydgyithato betegsegek kezelesehez. 

A talalmany ertelmeben a gyulladasos es immunki- 
16k6d6si vaiaszok elnyomhatok, vagyis gatolhatok vagy 
gyengithetok akkor, ha a betegnek a gyulladas elnyoma- 

1 0 sahoz elegendo mennyisegben gyulladasgatlo szert ada- 
golunk. Gyulladasgatlo szerkent alkalmazhato peldaul 
ICAM-3 megkotesere alkalmas antitest, ennek frag- 
mense, lenyegeben tiszta ICAM-3, ennek funkcionalis 
szarmazeka, nem immunoglobulin antagonistaja, vagy 

15 az ICAM-3 LFA-l-tol eltero, nem immunoglobulin 
antagonistaja. Gyulladasgatlo szerkent kulonosen elo- 
nyosen alkalmazhato az ICAM-3 oldhato funkcionalis 
szarmazeka. A gyulladas gatlasahoz tovabbi kompo- 
nenskent alkalmazhato LFA-1 megkotesere alkalmas 

20 antitest, az LFA-1 nem immunoglobulin antagonistaja, 
lenyegeben tiszta ICAM-1 6s/vagy ICAM-2 vagy ezek 
szarmaz6kai vagy anti-ICAM-1 es/vagy anti-ICAM-2 
antitest vagy ennek fragmense. 

A specifikus vedekezo rendszer gyulladasos valasza- 

25 nak talalmany szerinti kezelese soran tovabbi kompo- 
nenskent immunoszuppressziv szer is adagolhato. Ezt a 
szert altalaban a szokasosnal kisebb dozisban (szubop- 
timalis d6zisban) alkalmazzuk. A szuboptimalis dozis a 
talalmany szerinti szerek szinergetikus hatasa miatt ele- 

30 gend6. Immunoszuppressziv szerk6nt alkalmazhato pel- 
daul dexametaszon, azatioprin, ICAM-i, ICAM-2 
vagy ciklosporin-A. 

A nem specifikus vedekezd rendszer reakcioibol 
tobb olyan gyulladasos reakcio szannazik, amit immu- 

35 nologiai mem6riaval nem rendelkez6 leukocitak kozve- 
titenek. Az ilyen sejtekre p61dakent emlithetok a gra- 
nulocitak es makrofagok. Ebben az ertelemben a gyulla- 
das akkor tekintheto a nem specifikus vedekezo rendszer 
valasza kovetkezmenyenek, ha a gyulladast a nem speci- 

40 fikus vedekez6 rendszer reakcioja okozza, kozvetiti 
vagy azzal van osszefuggesben. A legalabb reszben a 
nem specifikus vedekezo rendszer reakcioja altal kival- 
tott gyulladasra peldakent emlithetok az olyan allapotok- 
kal osszefuggo gyulladasok, mint: felnottlegzeszavar- 

45 szindr6ma (ARDS), vermergezes, trauma vagy verzes 
altal okozott tobbszorosszervserules-szindroma, miokar- 
dialis vagy mas szovetek reperfuzios serulese, akut glo- 
merulonefiritisz, reaktiv izuleti gyulladas, akut gyullada- 
sos komponenssel rendelkez6 dermat6zis, akut gennyes 

50 agyhartyagyulladas vagy a kozponti idegrendszer mas 
gyulladasos serulese, igy gutaiites, ho altal okozott seni- 
les, hemodializis, leukafer6zis, kolitisz ulceroza, Crohn- 
betegseg, iiszkos vekonybel-vastagbel hurut, granuloci- 
tatranszfuzi6val tarsult szindroma, es citokin altal oko- 

55 zott toxicitas. 

A talalmany szerinti gyulladasgatlo szerek olyan ve- 
gyiiletek, amelyek specifikusan antagonizaljak a granu- 
locitakon levo CD 18 komplex 6s az endotelias sejtek 
kozotti kolcsonhatdst. Az ilyen antagonistakra p61da- 

60 kent emlithet5 az ICAM-3, ennek funkcionalis szarma- 
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zeka, az ICAM-3 ICAM-l-tol es ICAM-2-tol vagy a 
CD 18 csalad tagjaitol eltero nem immunoglobulin anta- 
gonistaja. 

Mivel az ICAM-3, elsosorban annak oldhato for- 
maja azonos modon hat, mint a CD 18 csaladra specifi- 5 
kus antitest, felhasznalhato a cellularis adheziotol fiiggo 
funkciok altal okozott szerv- vagy szovetkilokodes gat- 
lasara. Emellett, az ilyen kilokodes gatlasara felhasznal- 
hat6 az anti-ICAM-3 antitest, az ICAM-3 funkciona- 
lis szarmazeka vagy antagonistaja. 1 0 

Az ICAM-3 es az anti-ICAM-3 antitest felhasznal- 
hato szilard szervek vagy szovetek kilokodesenek, igy 
vese kil6k6desenek, valamint nem szilard szervek kilo- 
kodesenek, igy csontvelo kilokodesenek gatlasara, es 
autoimmun valaszok modositasara. Fontos teny, hogy az 1 5 
ICAM-3 felismeresere alkalmas monoklonalis antites- 
tek alkalmazasa eseten a szervatultetes olyan egyedek 
kozott is megvalosithato, akik HLA-kiilonbozoek. 

A terapias vagy diagnosztikai szerekre, peldaul bor- 
juinzulinra, interferonra, szovettipusu plazminogen ak- 20 
tivatorra, vagy eger monoklonalis antitestekre adott im- 
munvalasz lenyegesen gyengiti az ilyen szerek terapias 
vagy diagnosztikai erteket, es bizonyos esetekben be- 
tegseget, igy szerumbetegseget okozhat. Az ilyen szitu- 
aciok a talalmany szerinti antitestekkel orvosolhatok. 25 
Ennek erdekeben az emlitett terapias vagy diagnoszti- 
kai szerrel kombinalva anti-ICAM-3 antitestet adago- 
lunk. Az antitest adagolasa megakadalyozza, hogy a 
szervezet felismerje az adagolt szert, es igy megakada- 
lyozza az immunvalasz kivaltasat. Az immunvalasz el- 30 
maradasa miatt a betegnek tovabb adagolhato a fenti 
terapias vagy diagnosztikai szer. 

A betegseg kezel6sere az ICAM-3, elonyosen 
annak oldhato formaja vagy funkcionalis szarmazeka 
adagolhato dnmagaban vagy ICAM-l-gyel vagy 35 
ICAM-2-vel vagy LFA-1 megkotesere alkalmas anti- 
testtel kombinalva. fgy ezek a molekulak oldhato for- 
maban felhasznalhat6k az atultetett szervek vagy szove- 
tek kilokodesenek gatlasara. A terapias vagy diagnosz- 
tikai szerek immunogen hatasanak csokkentesehez az 40 
ICAM-3 vagy funkcionalis szarmazeka alkalmazasat 
az anti-ICAM-3 antitestek alkalmazasaval azonos mo- 
don vegezzuk. 

A talalmany szerinti szerek felhasznalhatok tovabba 
a migraciojukhoz CD 1 8 csalad funkciojat igenylo hema- 45 
topoietikus tumorsejtek attetelenek megakadalyozasa- 
hoz. Ennek soran a kezelesre szorul6 betegnek az attctel 
megakadalyozasahoz elegendo mennyisegben ICAM-3 
megkotesere alkalmas antitestet, ennek toxinszarmaze- 
kat vagy fragmenset vagy a fragmens toxinszarmazekat, 50 
lenyegeben tiszta ICAM-3-at, ennek funkcionalis szar- 
mazekat vagy az ICAM-l-tol vagy ICAM-2-tol elterS 
nem immunoglobulin antagonistajat adagoljuk. 

A talalmany szerinti megoldas egy masik megvalo- 
sitasi modjanal az ICAM-3-at kifejezo tumorsejtek no- 55 
vekedeset gatoljuk. Ennek soran a betegnek a noveke- 
des elnyomasahoz elegendo mennyisegben ICAM-3 
megkotesere alkalmas antitestet, ennek toxinszarmaze- 
kat, fragmenset, a fragmens toxinszarmazekat, a CD 18 
csaladba tartozo molekula toxinszarmazekat, vagy a 60 
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CD 18c csaladba tartozo molekula funkcionalis szarma- 
zekanak toxinszamazekat adagoljuk. 

A talalmany szerinti szerek felhasznalhatok tovabba 
az LFA-1 -et kifejezo tumorsejtek novekedesenek gat- 
lasara. Ennek soran a betegnek a novckedes elnyomasa- 
ra elegend6 mennyisegben az ICAM-3 toxinszarmaze- 
kat vagy az ICAM-3 funkcionalis szannazekanak to- 
xinszarmazekat adagoljuk. 

A talalmany szerinti szerek felhasznalhatok tovabba 
HIV-fertozes megakadalyozasara. Ennek soran a HIV- 
fertozott betegnek hatekony mennyisegben a HIV-fer- 
tozest megakadalyozo szert adagolunk. Bar a talalmany 
szerinti megoldas elsosorban HIV-1 fertozes megaka- 
dalyozasara szolgal, az eljaras alkalmazhato minden 
olyan HIV-valtozatnal, peldaul HIV-2 eseteben, amely 
a sejteket a talalmany szerinti szerekkel gatolhato mo- 
don fertozi. Ezek a valtozatok a talalmany szempontja- 
bol a HIV- 1 ekvivalenseinek tekinthetok. 

Ez az eljaras azon a felismeresen alapul, hogy az 
LFA- 1 es bizonyos esetekben az LFA- 1 -koto ligandum 
HIV-fertozes altal stimulalt kifejezodese elosegiti a sejt- 
sejt adhezios reakciokat, ami noveli a fertozott es egesz- 
seges sejtek kozotti erintkezes idejet, el6segiti a virusnak 
a fertozott sejtrol egeszseges sejtre torteno transzferjet. 
Ezert azok a szerek, amelyek modositjak az LFA/li- 
gandum kolcsonhatasokat, gatoljak a HIV-fertozest, elso- 
sorban a HIV- 1 fertozest Az LFA- 1/ligandum kolcson- 
hatast gdtlo molekulak tobbfele modon gatoljak a HIV- 
fertozest. Az egyik lehetseges mod, hogy gyengitik a 
HIV-fertozott sejt altal kifejezett LFA-1 ligandumnak az 
egeszseges T-sejt CD11/CD18 receptorahoz torteno ko- 
todeset. A masik lehetoseg, hogy gyengitik a HIV-ferto- 
zott sejtek altal kifejezett CD11/CD18 receptoroknak az 
egeszseges T-sejt altal termelt LFA-l-hez torteno koto- 
deset. A CDlla/CD18 receptorhoz vagy az LFA-l-koto 
ligandumhoz torteno kotodes gyengitesere felhasznalhato 
ICAM-3, ennek fragmense, funkcionalis szarmazeka 
vagy anti-ICAM-3 antitest. 

A talalmany szerinti szert a kezelt betegnek a HIV- 
ferttfzes gatlasahoz elegendfi mennyisegben adagoljuk. 
Ez azt jelenti, hogy a szer a dozistol es az adagolas 
modjatol fiiggoen gyengiti vagy megakadalyozza a 
HIV-fertozest. A szert a HIV-fertozott betegnek vagy 
ilyen fertozesnek kitett betegnek adagoljuk. 

A talalmany szerinti szerek adagolhatok profi- 
laktikus vagy terapias cellal. Profilaktikus adagolas ese- 
ten a szert a virusfertozes szimptomai elott, peldaul a 
virusfertozes el6tt, alatt vagy roviddel azt kovetden ada- 
goljuk a fertozes valamely szimptomajanak kialakulasa 
elott. A talalmany szerinti szer profilaktikus adagolasa 
megakadalyozza vagy legyengiti a HIV-fertozes kiala- 
kulasat. Terapias alkalmazas eseten a szert a virussal 
fertozott sejtek detektalasakor vagy roviddel azutan 
adagoljuk. A terapias alkalmazas celja a tovabbi HIV- 
fert6z6s gyengitese. 

A talalmany szerinti szerek tehat alkalmazhatok a 
virusfertozes megjelenese elott, a feltdtelezett HIV-fer- 
tozes gyengitese erdekeben vagy a virussal fertozott 
sejtek gyakorlati detektalasa utan a tovabbi fertozes 
gyengitese erdekeben. 
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A talalmany szerinti szerek felhasznalhatok tovab- 
ba AIDS-betegsegek kezelesere es HIV-fert6z6s, elso- 
sorban HIV-1 fert6zes megakadalyozasara, amelynek 
soran egyuttesen adagoljuk a kovetkezo komponen- 
seket: 

I. ICAM-3, ennek oldhato formaja, CD11, elo- 
nyosen CDlla, CD1 lb vagy CD1 lc, ezek oldhato szar- 
mazeka, CD18, ennek oldhato szarmazeka, vagy 
CD11/CD18 heterodimer vagy ennek oldhato szarma- 
zeka, es/vagy 

II. ICAM-3 megkotesere alkalmas antitest, 

IIL CD4-gyel vagy ennek oldhato szarmazekaval 
tarsult sejt vagy reszecske, es/vagy 

IV. CD4 megkotesere alkalmas molekula, elonyo- 
sen antitest vagy antitestfragmens. 

A talalmany szerinti megoldas kiterjed a HIV-fert6- 
zott sejtek migraciojanak gatlasara. Ennek soran a HIV- 
fertozott betegnek hatekony mennyisegben antimigra- 
cios szert adagolunk. 

A talalmany ertelmeben antimigracios szerkent al- 
kalmazhato peldaul ICAM-3, ennek fragmense vagy 
funkcionalis szarmazeka, valamint anti -ICAM-3 anti- 
test, amelyek gatoljak a HIV-fertozott T-sejtek LFA-1 
ligandumhoz torteno kotodeset. Az ICAM-3 megkote- 
sere alkalmas antitest oly modon gatolja a migraci6t, 
hogy gyengiti a HIV-fertozott T-sejtek altal kifejezett 
ICAM-3-nak a CD11/CD18 receptort kifejezo sejtek- 
hez torteno kotodeset. Egy sejmek CD1 la/CD18 recep- 
torhoz torten6 kotodesenek gatlasara alkalmazhato pel- 
daul ICAM-3 megkotesere alkalmas antitest. 

A talalmany szerinti szert a betegnek a HIV-fert6- 
zott vagy mas virussal fertozott T-sejtek migraciojat 
gatlo mennyisegben adagoljuk. Ez azt jelenti, hogy az 
alkalmazott mennyiseg elegendo a T-sejtek migracioja- 
nak gyengitesere vagy megakadalyozasara. 

Ezek a szerek adagolhatok profilaktikusan vagy te- 
rapias cellal. Profilaktikus alkalmazas eseten a szert a 
virusfertozes szimpt6mainak megjelenese elott, peldaul 
a fertozes elott, alatt vagy roviddel utana, de a fert6zes 
baimely szimptomajanak megjelenese elott adagoljuk. 
A profilaktikus alkalmazas celja a virusosan fertozott 
T-sejtek bekovetkezo migraciojanak gyengitese vagy 
megakadalyozasa. Terapias alkalmazas eseten a szert a 
virusosan fertozott T-sejtek detektalasakor vagy rovid- 
del utana adagoljuk. A terapias alkalmazas celja az 
ilyen T-sejtek tovabbi migraciojanak gyengitese. 

A talalmany szerinti szerek tehat alkalmazhatok a 
virusfertozes megjelenese elott, peldaul a fert6z6tt T- 
sejtek feltetelezett migraciojanak gatlasara, vagy a vi- 
russal fertozott sejtek gyakorlati detcktalasa utan. 

A talalmany szerinti megoldas egy masik megval6- 
sitasi modja soran az LFA-l/ICAM-3 kolcsonhatas 
modulalasara alkalmas szert asztma kezelesere hasznal- 
juk. Ennek soran a betegnek hatekony mennyisegben 
asztmaellenes szert adagolunk. 

A talalmany ertelmeben asztmaellenes szerkent al- 
kahnazhato peldaul ICAM-3, ennek fragmense vagy 
funkcionalis szarmazeka, valamint anti-ICAM-3 anti- 
test, amelyek kepesek egy sejtnek LFA-l-hez tort6no 
kotodeset gatolni. Az ICAM-3 megkotesere alkalmas 



antitestek az eozinofil migraciot oly modon gatoljak, 
hogy gyengmk a sejtek altal kifejezett ICAM-3-nak 
CD11/CD18 receptort kifejezo sejtekhez torteno koto- 
deset. 

5 A talalmany szerinti asztmaellenes szert a betegnek az 
asztma szimptomainak sulyossagat, kiterjedeset es ido- 
tartamat gyengito vagy gatlo mennyisegben adagoljuk. 

A talalmany szerinti szerek adagolhatok onmaguk- 
ban vagy egy vagy tobb ismert asztmaellenes szerrel 

10 kombinalva. Ezekre peldakent emlithetok a metil-xan- 
tinok, igy teofillin, p-adrenerg agonistak, igy katechol- 
amin, rezorcinol, szaligenin es efedrin, a glikokorti- 
koidok, igy hidrokortizon, a kromonok, igy kromolin- 
natrium es antikolinerg anyagok, igy atropin. A kombi- 

1 5 nacio lehetove teszi az ismert asztmaellenes szerek szuk- 
seges mennyisegenek csokkenteset. 

A talalmany szerinti szerek adagolhat6k profilak- 
tikusan, vagy terapias cellal. Profilaktikus alkalmazas 
eseten a szert az asztma szimptomainak megjelenese 

20 elott adagoljuk. A profilaktikus alkalmazas celja egy 
esetleges asztmatikus valasz gyengitese vagy megaka- 
dalyozasa. Terapias alkalmazas eseten a szert az asztma 
szimptomainak megjelenesekor vagy roviddel utana 
adagoljuk. A terapias alkalmazas celja az aktualis aszt- 

25 mas periodus gyengitese. A talalmany szerinti szerek 
tehat alkalmazhatok egy feltetelezett asztmatikus perio- 
dus kiaiakulasa elott (a feltetelezett periodus sulyossa- 
ganak, idotartamanak es kiterjedesenek gyengitese er- 
dekeben), vagy a periodus megkezdese utan. 

30 Az ICAM-3 megkotesere alkalmas monoklonalis 
antitest felhasznalhato tovabba az ICAM-3 kifejezode- 
si, valamint a gyulladas kialakulasi helyenek lekepezese- 
re es ldthat6va tetelere. Ennek soran az anti-ICAM-3 
monoklonalis antitestet detektalhato modon jeloljuk, 

35 peldaul radioizot6p, affinitasjel, igy biotin vagy avidin, 
fluoreszcens jel vagy paramagneses atom alkalmazasa- 
val. Az ilyen tipusu jelolest a szokasos modon vegezzuk. 
A jelolt antitest ezutan diagnosztikai lekepezeshez fel- 
hasznalhat6. A diagnosztikai lekepezesre alkalmas anti- 

40 testek kUnikai alkalmazasat ismerteti Grossman H. B.: 
Urol. Clin. North Amer. 13, 465-474 (1986); Unger E. 
C es munkatarsai: Invest. Radiol. 20, 693-700 (1985) 
es Khaw B. A. es munkatarsai: Science, 209, 295-297 
(1980). 

45 Az ICAM-3 kifejezodese kimutathato hibridizacios 
probaval is. Hibridizaci6s probakent alkalmazhato pel- 
daul mRNS, cDNS, genomialis DNS vagy szintetikus 
oligonukleotidproba, amelyek kotodnek az ICAM-3 
genszekvenciahoz, vagy az ICAM-3 mRNS-szekven- 

50 ciahoz, amelyek jelen vannak az ICAM-3 kifejezesere 
alkalmas sejtben. A hibridizaci6s vizsgalat a szokasos 
modon megvalosithato [Maniatis T. es munkatarsai: 
Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Coldspring 
Harbor, New York, USA (1982); Haymes B. D. es mun- 

55 katarsai: Nucleic Acid Hybridization, a Practical App- 
roach, IRL Press, Washington, DC, USA (1985)]. 

Az ICAM-3 kifejezSdes helyenek jelolt antitesttel 
vagy nukleinsavprobaval tort6no detektalasa felhasz- 
nalhato a tumor kiaiakulasa nak diagnosztizalasara. 

60 A diagn6zis megvalosithato ugy, hogy a betegbol szo- 
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vet- vagy vennintat vesziink, es ezt a detektalhato mo- 
don jelolt vagy ilyen jelolessel ellathato antitest jelenle- 
teben inkubaljuk. Az eljarast elonyosen nem roncsolo 
modon, magneses lekepezessel vagy fluorografiasan 
vegezzuk. Ez a diagnozis felhasznalhato peldaul szerv- 
atulteteses betegnel, peldaul veseatultetes utan egy po- 
tencies kiloktfdes korai jeleinek kimutatasara. Ez a 
vizsgalat felhasznalhato tovabba a reumas izuleti gyul- 
ladas vagy mas kr6nikus gyulladasos betegseg kialaku- 
lasara valo hajlam detektalasara. 

Az anti-ICAM-3 antitest vagy antitestfragmens ra- 
dioaktiv jelolesevel az antigen radioimmunassay vizsga- 
iattal kimutathato. A radioimmunassay (RIA) vizsgala- 
tot a szokasos modon vegezzuk [Work T. S. es munka- 
tarsai: Laboratory Techniques and Biochemistry in 
Molecular Biology, North Holland Publishing Compa- 
ny, New York, USA (1 978)]. Az antitest jelolesere alkal- 
mazhato tovabba fluoreszcensz vegyiilet, enzim vagy 
barmely mas szokasos jelolo modszer. 

A gyulladas helyenek lokalizalasa mellett az 
ICAM-3 megkotesere alkalmas antitest felhasznalhato 
biol6giai folyadekok vizsgalatara, amellyel kimutathato 
a keringesben talalhato ICAM-3. A vizsgalatot a biolo- 
giai folyadekok vizsgalatara alkalmas barmely szokasos 
modszerrel vegezhetjuk. Ha a biologiai folyadekban 
ICAM-3 mutathato ki, akkor az gyulladasos valasz vagy 
mas ICAM-3 altal kozvetitett biologiai funkcio jelenle- 
tere utal. Emellett, az ICAM-3 jelenlete a magzatvizben 
a terhesseg soran felmeriilo komplikaciorautal. A vizsga- 
lathoz barmely biologiai folyadek felhasznalhato. Elo- 
nyosen alkalmazhato azonban a ver, szerum, plazma, izu- 
leti folyadek, magzatviz, gerincfolyadek vagy vizelet. 

Az ICAM-3 terapias hatasanak kivaltasahoz a be- 
tegnek a teljes ICAM-3 molekulat vagy annak bannely 
terapiasan hatekony peptidfragmenset adagoljuk. Kulo- 
nosen elonyosek az ICAM-3 terdpiasan hatekony, old- 
hato peptidfragmensei. 

Az ICAM-3 es funkcionalis szarmazekai eloallitha- 
tok szintetikusan, rekombinans DNS-technologiaval, 
proteolizissel, vagy ezek kombinaciojaval. Az ICAM-3 
terapias hatasa fokozhato olyan funkcionalis szarmaz6- 
kokkal, amelyek az ICAM-3 hordozohoz torteno koto- 
deset vagy aktivitasat javit6 tovabbi aminosavmarade- 
kokat tartalmaznak. Az oltalmi kor kiterjed az ICAM-3 
olyan funkcionalis szarmazekaira is, amelyekbol bizo- 
nyos aminosavmaradekok hianyoznak, vagy amelyek 
megvaltoztatott aminos avmaradekokat tartalmaznak, 
amennyiben ezek a szarmazekok megtartjak az ICAM-3 
biologiai vagy farmakologiai hatasat. 

A talalmany szerinti antitestek es az ICAM-3 mo- 
lekula termeszetes szennyezodesektol lenyegeben men- 
tesnek tekinthetok, ha az ezeket tartalmazo keszitmeny 
lenyegeben mentes azoktol az anyagoktol, amelyekkel 
ezek a termekek a termeszetben altalaban elofordulnak. 

A talalmany kiterjed az antitestekre, ezek biologiai- 
lag hatekony fragmenseire, amelyek lehetnek poliklo- 
nalisak vagy monoklonalisak, 6s amelyek kepesek az 
ICAM-3 megkotesere. Ezek az antitestek eloallithatok 
valamely allati szervezetben, szovettenyeszetben vagy 
rekombinans DNS-technologiaval. 



Az ICAM-3 es ennek szarmazekai adagolhatok 6n- 
magukban vagy ICAM-l-gyel es/vagy ICAM-2-vel 
kombinalva. Az anti-ICAM-3 antitest vagy az 
ICAM-3 megkotesere alkalmas mas molekulak vagy az 

5 ICAM-3-bol szarmazo molekulak adagolhatok onma- 
gukban vagy anti-ICAM - 1 antitesttel es anti-lCAM~2 
antitesttel kombinalva. Az antitest vagy ICAM-3 meg- 
kotesere alkalmas antitestfragmens vagy az ICAM-3 
vagy ennek fragmense, valtozata vagy szarmazeka ada- 

10 golasa eseten az alkalmazott dozis kiilonbozo faktorok- 
tol fugg. Ilyen peldaul a beteg kora, testtomege, magas- 
saga, neme, altalanos egeszsegugyi allapota es korabbi 
betegsegei. Az antitest szukseges dozisa altalaban mint- 
egy 1 pg/kg es 10 mg/kg testtomeg kozott valtozik, de 

1 5 alkalmazhatok ennel kisebb vagy nagyobb dozisok is. 
Ha a betegnek ICAM-3 molekulat vagy ennek funkcio- 
nalis szarmazekat adagoljuk, akkor a dozis altalaban 
mintegy 1 pg/kg es 10 mg/kg testtomeg kozott valtozik, 
de alkalmazhatok ennel kisebb vagy nagyobb dozisok is. 

20 Mint kesobb reszletesen kifejtjuk, az anti-ICAM-3 anti- 
test terapiasan hatekony dozisa csokkentheto anti- 
LFA-1 antitest, anti-ICAM- 1 antitest es anti-ICAM -2 
antitest egyuttes adagolasaval. Az egyiittes adagolas 
alatt azt ertjuk, hogy ket hatoanyagot olyan rovid idoku- 

25 ldnbseggel adagolunk, hogy a beteg szerumaban mind- 
ketto egyidejuleg kimutathato. 

Mind az ICAM-3 megkotesere alkalmas antitest, 
mind maga az ICAM-3 adagolhato intravenasan, intra- 
muszkularisan, szubkutan, enteralisan, topikalisan vagy 

30 parenteralisan. Az antitest vagy az ICAM-3 injekcio 
formajaban torteno adagolasa eseten az adagolas meg- 
valosithato folyamatos injekcio, egyetlen injekcio vagy 
tobb reszletre osztott injekci6 formajaban. 

A talalmany szerinti keszitmenyt a betegnek fizio!6- 

35 giailag hat6kony mennyisegben adagoljuk. Egy men- 
nyiseget akkor tekintiink fiziologiailag hatekonynak, ha 
a keszitmeny dozisa es adagolasanak modja elegendo az 
ICAM-3-t61 fugg6 fiziol6giai hatas gyengitesere vagy 
megakadalyozasara. Igy p61daul, Iia a talalmany szerinti 

40 keszitaenyt a betegnek gyulladasgatlo ceilal adagoljuk, 
akkor abban az esetben tekintheto fiziologiailag hate- 
konynak, ha az alkalmazott dozis elnyomja a gyuiladast. 

Emellett az anti-ICAM-3 antitestek vagy ennek 
fragmensei adagolhatok onmagukban vagy egy vagy 

45 tobb tovabbi immunoszuppressziv anyaggal kombinal- 
va, els6sorban szovet- vagy szervatulteteses betegnel. 
Az ilyen hatoanyagok adagolasa lehet profilaktikus vagy 
terapias. Profilaktikus alkalmazas eseten az immuno- 
szuppressziv hatoanyagot a gyulladasos valasz vagy 

50 szimptoma kialakulasa elott, peldaul a szerv- vagy szo- 
vetatultetes elott, soran vagy roviddel utana, de a szerv 
kilokodesenek barmely szimptomaja megjelenese elott 
adagoljuk. A hatoanyagok profilaktikus adagolasanak 
celja az esetleges gyulladasos valasz, peldaul az atulte- 

55 tett szerv vagy szovet kildk6descnek megelozese vagy 
gyengitese. Terapias alkalmazas eseten a hat6anyagokat 
a gyulladas szimpt6mainak, peldaul a szerv vagy szovet 
kilokodesenek megjelenesekor vagy roviddel utana ada- 
goljuk. A terapias alkalmazas celja a gyulladasos valasz, 

60 peldaul az atultetett szilard szerv vagy szovet, igy vese, 
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vagy nem szilard szerv, igy csontvelo" kilokodesenek 
gyengitese. 

A talalmany szerinti gyulladasgatlo keszitmenyeket 
ezert a gyuiladas megjelenese elott, vagyis a feltetelezett 
gyulladas gyengitese erdekeben, vagy a gyulladasos fo- 
lyamat beindulasa utan adagoljuk. 

Egy keszitmenyt akkor tekintunk farmakol6giailag 
alkalmazhatonak, ha adagolasat a kezelt beteg toleralja. 
Az ilyen keszitmenyt terapiasan hatekony mennyiseg- 
ben adagoljuk, ami azt jelenti, hogy az adagolt mennyi- 
seg fiziologiailag szignifikans. Egy anyag akkor tekint- 
heto fiziologiailag szignifikansnak, ha annak jelenlete 
kimutathato valtozast eredmenyez a beteg frziologiai 
folyamataiban. 

A talalmany szerinti antitesteket es ICAM-3 mole- 
kulakat a gyogyszerkeszitmenyek eloallitasanal szoka- 
sos modszerekkel szereljuk ki. Ennek soran a fenti anya- 
gokat vagy ezek funkcionalis szarmazekait farmakologi- 
ailag alkalmazhato hordozoanyaggal keverjuk. A fel- 
hasznalhat6 hordozoanyagok es az egyes keszitmenyti- 
pusok, az esetlegesen alkalmazhato mas human protei- 
neldcel, igy human szerum albuminnal egyiitt megismer- 
hetok a Remington's Pharmaceutical Sciences [16. ki- 
adas, Osol A, Mack, Easton PA kiado, USA (1980)] 
irodalombol. Hatekonyan adagolhato es farmakol6giai- 
lag alkalmazhato keszitmeny eloalHtasahoz a talalmany 
szerinti hatoanyag hatekony mennyiseget megfelelo 
mennyisegu hordozoanyaggal keverjuk. Emeliett, a ta- 
lalmdny szerinti antitest humanizalhato, peldaul kime- 
rizialassal vagy CDR-oltassaL amellyel elviselhetosd- 
ge javithato. Antitestek, elsosorban anti-ICAM-1 anti- 
testek kimerizalasat ismerteti peldaul a 9009548.0 es 
9 009 549 8 szamu nagy-britanniai szabadalmi bejelen- 
tes, valamint a PCT/US91/02942 6s PCT/US9 1/02946 
szamu nemzetkozi szabadalmi bejelentesek. 

A hatas idotartamat tovabbi farmakologiai modsze- 
rekkel befolyasolhatjuk. Szabalyozott hatoanyag-leada- 
su keszitmeny allithato elo olyan polimerek alkalmaza- 
saval, amelyek komplexbe viszik vagy abszorbealjak a 
talalmany szerinti hatoanyagot. A szabilyozott hato- 
anyag-leadas merteke es idotartama megfelelo makro- 
molekularis matrix kivalasztasaval, a felhasznalt makro- 
molekulak koncentraciojanak valtoztatasaval, valamint 
bevonatokkal bizonyos hatarokon beliil szabalyozhato. 
A hatas idotartamanak szabalyozasara alkalmas masik 
modszer, hogy a talalmany szerinti hatoanyagot polimer 
anyagokkal, igy polieszterekkel, poliaminosavakkal, 
hidrogelekkel, polilaktonsawal vagy etilen-viml-acetat 
kopolimerrel szemcs6kke alakitjuk. A polimer szem- 
csekbe torteno beepites altemativ iehetosege, hogy a ha- 
toanyagot mikrokapszulazzuk, ami megvalosithato pel- 
daul koacervalo technikaval, vagy feluleterintkeztetos 
polimerizalassal, zselatin vagy poli(metil-metrakrilat), 
mikrokapszulazassal, kolloid rendszerekkel, igy liposzo- 
maval, albumin mikrogyongyokkel, mikroemulzioval, 
nanoszemcsekkel, nanokapszulaval vagy makroemul- 
zioval kialakitott nyujtott hatoanyag-leadasu rendsze- 
rekkel. 

A talalmany szerinti gyogyszerkeszitmenyek egyik 
megval6sitasi modja 



a) egy gyulladasgatlo szert, igy ICAM-3 megkdte- 
sere alkalmas antitestet, ennek fragmenset, lCAM-3-at, 
ennek funkcionalis szarmazekat vagy az ICAM-3 
ICAM-l-tol es ICAM-2-tol eltero nem immunoglo- 

5 bulin antagonist^ at, es 

b) legalabb egy immunoszuppressziv anyagot tartal- 

maz. 

Immunoszuppressziv anyagkent alkalmazhato pel- 
daul dexametaszon, azatioprin vagy ciklosporin- A. 
1 0 A talalmany szerinti megoldast kozelebbrol az alab- 
bi peldakkal mutatjuk be anelkiil, hogy az oltalmi kor a 
peldakra korlatozodna. 

1. pelda 

1 5 Az LFA- 1 uj adhezios ligandumjat kepezo 
ICAM-3 jellemzese 

LFA-l-gyel bevont lemezeken adhezios sejtvonalat 
es limfocitat fejlesztunk ki a fent leirt modon [Dustin es 
munkatarsai: Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 

20 54, 753-765 (1989)]. A JY lizatumbol tisztitott 
LFA-l-et 96 merohelyes mikrotitralo lemezen (Linbro- 
titertek) abszorbealjuk 1100 hely/um2 mennyisegben. 
A nem specifikus kotohelyeket 1% BSA-val blokkoljuk, 
6s vizsgalati kozeggel (PBS, 5% FBS, 2 mmol/1 MgCl 2 

25 es 0,5% HSA) mossuk. Az LFA-l specifikus gatlasa- 
hoz a mikrotitralo lemezt 30 percen keresztul szobaho- 
mers6kleten TS 1/22 (anti-LFA-lalfa) hasvizkor 1/200 
higitasaval inkubaljuk. A nyugvo T-sejteket teljes verbol 
muanyaghoz tort6no tapadas es nejlon-szuron torteno 

30 szfires segitsegevel izoliljuk, amelynek soran 91% 
CD2+ erteket kapunk. A sejteket 10 u.g/ml fitohema- 
ghitinin (PHA) jelenleteben tenyesztve PHA-blasztokat 
generalunk. A sejteket fluor-krom BCECF (Molecular 
Probes Inc.) segitsegevel jeloljuk, es mossuk, majd vizs- 

35 galati kozegben ujra szuszpendaljuk. Az MAb elokeze- 
leshez a sejteket a hasvizkor 1/200 hi^tasaval inkubal- 
juk 45 percen keresztul 4 °C h6m6rsekleten, majd min- 
den m6rohelyre 105 sejtet merunk ki. A sejtvonalat 
1 oran keresztul 37 °C homersekleten kezelve szilard fa- 

40 zisu LFA- 1 -hez kotjiik, 6s a nem kotott sejteket 6 darab 
23. meretu tube felsziva eltivolitjuk, mig a limfocitakat 
30 g erteken 5 perc alatt lefejtjuk, es 37 °C hSmersekle- 
ten 30 percen keresztul inkubaljuk. A nem kotott limfo- 
citak eltavoHtasahoz a lemezeket nyolcszor, egyenkent 

45 100-szoros feleslegu lebegteto kozeggel mossuk. A le- 
begtetes teljes egeszeben eltavolitja a nem kotott T-lim- 
focitakat, aim ezek kis merete miatt eleg bonyolult. 
A fluoreszcencias merest a 96 m6rohelyes lemezen fluo- 
reszcencia-koncentracio analizator (Baxte) segitsegevel 

50 kozvetlemil vegezzuk. Az MAb-t telitesi koncentracio- 
ban (1/200 higitasu hasvizkor) alkalmazzuk, 6s TS 1/22 
(anti-CDlla, IgGl) [Sanchez-Madrid es munkatarsai: 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 7489-7493 (1982)], 
RR1/1 (anti-ICAM-1, IgGl) [Rothlein es munkatarsai: 
55 J. Immunol. 137, 1270-1274 (1986)], CBR-IC2/2 (anti- 
ICAM-1, IgG2a) [deFougerolles es munkatarsai: J. Exp. 
Med. (1991)] es CBR-IC3/1 (anti-ICAM-3, IgGl) ada- 
lekanyagot tartalmaz. A CBR-IC3/1 eloalHtasahoz 
P3X63Ag8.653 eg6r mielomat SKW3-mal kezelt Balb/c 
60 egerekbol [Gefter es munkatarsai: Som. Cell Gen. 3, 
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231-236 (1977)] nyert lepsejtekkel fuzionaljuk, es 600 
hibridoman vizsgaljuk az SKW3-nak tiszdtott LFA-1 - 
hez torteno kotodest gatlo kepesseget. A CRB-IC3/1 
nem reagal tisztltott LFA-l-gyel, sem ICAM-1, 
ICAM-2 vagy LFA-1 cDNS-sel transzfektalt COS-sej- 
tekkel. A vizsgalatot negy parhuzamosban vegezzuk, es 
meghatarozzuk a standard devtaeiot. 

2. pelda 

Cellularis ICAM-1, ICAM-2 es ICAM-3 kifeje- 
zodes aramlo citometrias analizise 

A vizsgalathoz ismert sejtvonalakat (lasd 2. tabta- 
zat) alkalmazunk [Hibbs es munkatarsai : J. Clin. 
Invest. 85, 674-681 (1990)]. Dextranos ulepitessel es 
Ficoll-Hypaque (1077) centrifugalassal [Dustin es 
munkatarsai: J. Cell. Biol. 107, 321-331 (1988)] peri- 
ferias vermononuklearis sejteket (PBMC) alHtunk elo. 
A sejtpelletbol neutrofil sejteket tarunk fel, es a szeny- 
nyezo eritrocitakat hipotonias roncsolassal eltavoHtjuk. 
A limfocitakat es a monocitakat citometrias analizissel 
elvalasztjuk, elore iranyulo es fugg61eges fenyszorodas 
alapjan, majd az eredmenyt monocitaval es T-sejt-spe- 
cifikus MAb-vel ellenorizzuk. A PMBC-bol muanyag- 
hoz torteno tapadas alapjan feldusitjuk a limfocitakat, 
es a sejteket 10 U-g/ml fitohemagluunin (PHA) jelenle- 
teben tenyesztjuk. A mintat EPICS V tipusu aramlo ci- 
tometerrel analizaljuk, amit EPICS Immune-Brite fluor- 
eszcensz gyonggyel (Coulter) v6gzett fluomefrias me- 
ressei kalibralunk. Az ICAM-3 kifejezodese nyugvo 
limfocitakon ketszer-haromszor nagyobb, mint a CD3 
vagy LFA-1 eseteben, mig a monocitak harom-negy- 
szer annyi ICAM-3-at fejeznek ki, mint LFA-l-et. Neut- 
rofil sejtek eseten az ICAM-3 kifejez6desenek szintje 
azonos az Mac-1 (CDllb/CD18) szintjevel. A sej- 
tek foszfolipaz C segitsegevel torteno kezelese szennt 
Pl-hez kapcsolt ICAM-3 nem mutathato ki. 

2. tdbldzat 

Relativ feliileti antigenkifejez6des ICAM eseteben 
immunfluoreszcencias aramlo citometrias analizis 
szerint 



Scjtmagtipus 


Spccifikus linearis fluorcszccncias intenzitas 
(*) 




a-ICAM-1 
(RR1/1) 


a-ICAM-2 
(CBR-IC2/1) 


a-ICAM-3 
(CBR-IC3/1) 


Nyugvo 
limfocitak 


4 


22 


106 


1 napos 
PHA-blaszt 


22 


18 


78 


3 napos 
PHA-blaszt 


85 


42 


205 


5 napos 
PHA-blaszt 


25 


45 


223 


Monocita 


13 


39 


224 


Neutrofil sejt 


1 


0 


213 


T limfnhlasztoid 


SKW3 


0 


98 


73 



20 



25 



30 



Scjtmagtipus 


Spccifikus linearis fluorcszccncias intenzitas 
(*) 




ct-ICAM-l 
(RRl/1) 


a-ICAM-2 
(CBR-IC2/I) 


a-ICAM-3 
(CBR-1C3/1) 


Jurkat 


2 


166 


161 


SupT 


10 


113 


19 


Molt 4 


1 


242 


117 


B limfoblasztoid 


JY 


154 


119 


47 


SLA 


224 


113 


306 


Ramos 


132 


136 


112 


Raji 


266 


88 


0 


Monocita 








U937 


62 


67 


37 


HL60 


17 


43 


203 


Melanoma 


BK 


896 


3 


0 


RPM17591 


475 


0 


0 


Eritroleukemia 


K562 


293 


143 


0 


Verves (**) 


HUVEC 


31 


494 


0 


HepG2 


1526 


41 


0 


HeLa 


1082 




0 


RD3/5 


0 


9 


0 


FS 1,2,3 


409 


0 


0 


A- 172 


0 


0 


0 



*: A mcmbrankifcjcz6d6st immunofluorcszccncias aramlo citomet- 
rias analizissel v6gczziik az ismcrtctctt m6don. A mcgadott drtekek 
legalabb k6t parhuzamos crcdm6nyci. A citnmdtcr kalibralasara 
fluorcszcens gyringyokct alkalmazunk, 6s cgy cgysdg mintcgy 
1 03 fluorcszcens ckvivalcnsnck fclcl meg (Coultc Diagnostics, 



4q Hialcah,FL). 

** : A vegyes scjtvonalba a kovctkezok tartoznak : human koldolcv6- 
na cndotclias scjt (HUVEC), human mcllkarcinoma (Hep G2), hu- 
man cpitclias karcinoma scjtvonal (HeLa), human rabdomia szarko- 
ma (RD3/5), human fibroszarkoma (FS1,23) cs human glioblasz- 

45 toma(A-172). 

3. pelda 

ICAM-3 immunoprecipitativ vizsgalata 

Sejtek feluletet i25i-vel jeloljuk jodogen alkalmaza- 

50 saval [Kishimoto es munkatarsai: J. Biol. Chem. 264, 
3588-3595 (1989)]. A sejteket 1% Triton X-100 segit- 
segevel roncsoljuk. A lizatumot Sepharose-ra felvitt bor- 
ju IgG-vel kezeljuk, majd Sepharose-ra kotott megfelelo 
MAb-vel inkubaljuk 2 oran keresztiil. A gyongyoket 

55 mossuk, es 50 mmol/1 Triszt, 1% SDS-t es 1% 2-mer- 
kapto-etanolt tartalmazo mintapufferben forraljuk. A re- 
dukalatlan mintakat 2-merkapto-etanol n61kuli pufferben 
forraljuk, es 20 mmol/1 j6d-acetamiddal kezeljuk. 
A mintakat 7% fuggoleges poliakrilamid gellapon anali- 

60 zaljuk [Laemmli U. K.: Nature, 227, 680-685 (1970)], 
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es a feherjeket autoradiografiasan vizualizaljuk. A min- 
takat N-glikanazzal (g enzim) kezeljiik a fait leirt mo- 
don [Tarentino es munkatarsai: Biochemistry, 24, 
4665-4671 (1985)] az elore meghatarozott korulme- 
nyek kozott (10 egyseg/ml, 37 °C, 18 ora), amellyel op- 
tirnalizaljuk az N-kapcsolt oligoszacharidok lehasadasat 
a peptidgerincrol. Az MHC I osztalya N-kapcsolt szen- 
hidratokat taitalmaz, mig az ICAM-2 (m, 60 000, 6 da- 
rab N-kapcsolt hely, alaplanc MR, 28383) erosen 
glikozilalodik. 

4. pelda 

ICAM-3 eloszlasa 

A talalmany szerinti anti-ICAM-3 antitestekkel 
vizsgaljuk az ICAM-3 feherjeeloszlasat a kulonbozo 
szovetekben. A vizsgalatot aramlo citometrias anali- 
zissel vegezziik. A 3. tablazat tartalmazza a feliileti 
ICAM-3 kifejezodest mutato sejttipusokat. Az ered- 
menyek szerint az ICAM-3 kifejezodese hemopoie- 
tikus sejtekre koriatozodik. Az aramlo citometrias ada- 
tokat a szovetrnintak immunohisztokemiai megfestese- 
vel ellenonzzuk, amelyhez jelolt anti-ICAM-3 anti- 
testet hasznalunk. Az aramlo citometrias adatokkai 
osszhangban az immunohisztokemiai vizsgalatok sze- 
rint az ICAM-3 kifejezodese hemopoietikus sejtekre 
koriatozodik. 

3. tablazat 

Relativ feliileti antigenkifejezodes ICAM eseteben 
immunofluoreszcencias aramlo citometrias analizissel 
merve 



10 



15 



20 



25 



30 



Scjtmagtipus 


Spccifikus linearis fluorcszccncias intenzitas 
<*) 


a-ICAM-1 
(RRl/1) 


a-TCAM-2 
(CBR-IC2/1) 


a-ICAM-3 
(CBR-IC3/1) 


Nyugvo 
lirnfocitak 


4 


22 


106 


1 napos 
PHA-blaszt 


22 


18 


7K 


3 napos 
PHA-blaszt 


K5 


42 


205 


5 napos 
PHA-blaszt 


25 


45 


223 


Monocita 


13 


39 


224 


Neutrofil sejt 


1 


0 


213 


Tlimfoblasztoid 


SKW3 


0 


98 


273 


Jurkat 


2 


166 


161 


SupT 


10 


113 


19 


Molt 4 


1 


242 


117 


B limfoblasztoid 


JY 


154 


119 


47 


SLA 


224 


113 


308 



45 



50 



55 



60 



Scjtmagtipus 


Spccifikus linearis fluorcszccncias intenzitas 
(*) 


o-ICAM-I 
(RRI/1) 


a-ICAM-2 
(CBR-!C2/T) 


a-ICAM-3 
(CBR-IC3/I) 


Ramos 


132 


136 


112 


Raji 


266 


88 


0 


Monocita 


U937 


62 


67 


37 


HL60 


17 


43 


203 


Melanoma 


BK 


896 


3 


0 


RPM 17591 


475 


0 


0 


Eritro leukemia 


K562 


293 


143 


o i 


Vegyes(**) 


HUVEC 


31 


494 


0 


HepG2 


1526 


41 


0 


HeLa 


1082 


0 


0 


RD3/5 


0 


9 


0 


FS1,2,3 


409 


0 


0 


A-172 


0 


0 


0 



*: A mcmbrankifcjczodcst immunofluoreszcencias aramlo citomet- 
rias analizisscl vegezziik az ismcrtctctt modon. A mcgadntt drtekek 
Icgalabh kdt parhuzamos crcdmdnyci. A citomdtcr kalibralasara Ouo- 
reszcens gyongyokct alkalmazunk, 6s cgy cgyscg mintcgy 1 03 fluo- 
35 reszcens ckvivalcnsnck fclcl meg (Coultc Diagnostics, Hialcah, FL). 
**: A vegyes scjtvonalba a kovctkezok tartoznak: human koldokvc- 
na cndot6lias scjt (HUVEC), human mcllkarcinoma (Hep G2), hu- 
man cpitclias karcinoma scjtvonal (HeLa), human rabdomia szark6- 
ma (RD3/5), human fibroszarkoma (FS 1 ,2,3) 6s human glioblasz- 
4Q toma(A-l72). 



5. pelda 

ICAM-3 tisztitasa 

Az ICAM-3-at immunaffinitas kromatografiasan 
[deFougerolles es munkatarsai: J. Exp. Med. 179, 
619-629 (1994)] tisztitjuk, amelynek soran az anti- 
ICAM-3 aiititest CBR-IC3/l-st a szokasos modon 
matrixon immobilizaljuk. Az ICAM-3 eloallitasahoz 
kiindulasi anyagkent kulonbozo anyagokat alkalma- 
zunk. Ezekre peldakent emlitheto az SKW3, human 
timusz daganat sejtvonal (ATCC TIB215) es tetsz61e- 
ges human mandula. Az ICAM-3 tisztitasat az ismert 
eljarasokkal vegezziik [deFougerolles es munkatarsai: 
J. Exp. Med. 175, 185-190 (1992)]. A mosast es az 
elualast a tisztitando antigenhez es az immunaffinitas 
kromatografiaban alkalmazott antitesthez igazodva ve- 
gezzuk. 

Az SKW3 sejtekbtfl vagy human mandulasejtekbol 
tisztitott ICAM-3 m6ltdmege mintegy 120-124 kD, 
mig a neutrofil eredetu sejtlizatumbol tisztitott ICAM-3 
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mintegy 120-150 kD-nek megfelelo szeles savot 
mutat. 

Az ily modon tisztitott ICAM-3 megorzi az anti- 
ICAM-3 antitestek megkotSkepesseget, es kulonbozo 
sejteken az LFA-l-hez torteno kotodes kepesseget (6. 
es 7. abra). 

6. pelda 

Kul6nboz6 moltomegu ICAM-3 azonositasa 

A kulonbozo sejttipusokon kifejezodo ICAM-3 
moltomeget immunoprecipitativ vizsgalattal es poliak- 
rilamid gelelektroforezissel hatarozzuk meg. A neutro- 
fil sejtekrol kicsapott ICAM-3 moltomege elter a lim- 
focitakon nyert ICAM-3 moltomegetol. A limfoci- 
takrol es limfoid sejtvonalakrol izolalt ICAM-3 mol- 
tomege mintegy 120-124 kD. A neutrofil sejtekrol 
izolalt ICAM-3 moltomege valamivel magasabb, mint 
a limfoid sejtek eseteben, es egy diffuz savot alkot a 
120-150 kD erteknel (4. abra). 

A meret ilyen valtozatossaga nem szokatlan az 
ICAM-3 csoportba tartozo glikoproteinekneL Az 
ICAM-1 hasonlo moltomeg-valtozast mutat kulonbozo 
sejttipusok eseten. A moltomeg valtozasa az ICAM-1 
vonatkozasaban az eltero merteku glikozilalasbol ered. 
Ezert, az ICAM-3-nal megfigyelheto moltomegvaltozas 
feltehetoen szinten a glikozilalasi kulonbsegekkel ma- 
gyarazhato. Ez konnyen ellen6rizhet6, ha a neutrofil sej- 
tekbol izolalt ICAM-3-at kulonboz5 glikozidazokkal ke- 
zeljuk, es merjuk ennek hatasat a moltomeg valtozasara. 

Az ICAM-1 eseteben a glikozilalasban tapasztalha- 
to kulonbseg befoiyasolja az Mac- 1 (CD1 lb/CD18) meg- 
kdteset Ezert az ICAM-3 glikozilalasanak valtoztatasa- 
val eloallithatok olyan ICAM-3 szarmazekok, amelyek 
a kulonbozo ICAM-3 ligandumok, igy a CD11/CD18 



csaladba tartozo glikoproteinek vonatkozasaban modosi- 
tott affinitast mutatnak. 

7. pelda 
5 ICAM-3 antitestek 

Egereknek injekcio formajaban SKW3-sejtekb61 
vagy mandulasejtekbol tisztitott ICAM-3 feherjebol es 
hordozoanyagbol alio keszitmenyt adagolunk. Az im- 
munizalt dllatokbol a szokasos modon [peldaul Harlow 
10 es munkatarsai: Antibodies: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
New York (1988) vagy Yelton es munkatarsai: Annu. 
Rev. Biochem. 50, 657-680 (1981)] monoklonalis anti- 
testeket izolalunk. 
[-15 A kapott kulonbozo anti-ICAM-3 antitesteket a 4. 
tablazatban mutatjuk be. Az egyes antitesteket tisztitott, 
immobilizait ICAM-3 vonatkozasaban mutatott es 
ELISA-vizsgalattal ellenorzott reakciokepesseguk sze- 
rint azwnositjuk. Az ICAM-3 pozitiv sejtvonalakon po- 
20 zitiv MAb-vizsgalatot vegziink, es a radiojelolesu 
ICAM-3 pozitiv sejtlizatumon immunoprecipitativ ana- 
Hzist vegzunk. Az MAb eseten szinten vizsgaljuk a 
PMA-val kivaltott SKW3 sejtaggregacio-gatlo hatast 
anti-ICAM-1 es anti-ICAM-2 antitestek jelenleteben. 
25 Alternate modon, az anti-ICAM-3 antitest azonositha- 
to az SKW3 sejteknek immobilizait tisztitott ICAM-3- 
hoz torteno kotodese gatlasa alapjan is. 

A harmadik LFA-1 ligandum letezesenek egyik bi- 
zonyiteka, hogy a PMA-stimuiilt SKW3 -sejtek agg- 
30 regiciojanak van egy ICAM-l/ICAM-2-t61 ruggetlen 
utvonala is. A talalmany szerinti megoldas lehetove teszi 
ennek az aggregacionak a gatlasat eger anti-ICAM-3 
poliklondlis antiszerum vagy CBR-IC3/1 es 
CBR-IC3/2 kombinaci6 alkalmazasaval. 



4. tdbldzat 
ICAM-3mAb 



mAb 


Izotipus 


PMA-indukcio 


Aggrcgacio* 


onmagdban 


+IC1 +2mAb 


+IC1+2+TC3/1 mAb 


CBR-IC3/2 


1gG2a, k 


3 


2 


0 


CBR-IC3/3 


lgG2a, k 


4 


3 


2 


CBR-IC3/4 


lgM,k 


4 


3 


2-3 


CBR-IC3/5 


lgG2a, k 


2 


2 


0-1 


CBR-IC3/6 


N. D. 


5 


5 


5 


1CAM - 3 antiszerum 




3 


0 


0 


CBR-IC3/1 


IgG1,k 


5 


4 




HP2/19** 











•:az aggrcgacio m6rt6k6t a J. Exp. Med. 1991 mezen c.kk s^nm v^^, ^ ^ b .. b . 

** : F. SanLhcz-Madridtol kapott m4sik ICAM -3 mAb, az mAb-t az crcdmdnyck ut4n tovibb ncm jcllcmcztuk, feltehetoen ICAM-3. 

A CBR-IC3/2, 3/3, 3/5 itnmunoprecipitativ vizsga- mint a CBR-IC3/1 eseteben. Az mAb-vel Western- 
lata utan ugyanazt a 120 kD moltomegu savot kapjuk, 60 foltanalizist vegzunk. 
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8. pelda 

Anti-ICAM-3 antitesttel vegzett immunologiai 
vizsgalat 

Anti-ICAM-1 antitesttel (RR1/1), anti-ICAM-2 
antitesttel (CBRI-C2/2) es anti-ICAM-3 antitesttel 
(CBR-IC3/1 es CBR-IC3/2 kombinacio) vizsgaljuk, 
hogy mcnnyirc blokkoljak a kovetkezo folyamatokat : 

1. PMA-val stimuialt SKW3 sejtek adhezioja tisz- 
titott ICAM-hez, 

2. fitohcmaglutininnel (PHA) stimuialt sejtek divi- 
zioja es 

3. vegyes limfocitavalasz (MLR). 

Korabban kimutattak, hogy a PMA aktivalja az 
LFA-l-et, igy noveli az ICAM-3 megkoteset [Dustin 
es munkatarsai: Nature, 341, 619 (1989)]. Az 5. abra 
szerint hasonlo aktivalasi mechanizmus letezik az 
LFA1/ICAM -3 kotodes eseteben is. 

Kiilonbozo antitestekkel vizsgaljuk, hogy mennyire 
kepesek gatolni a PMA-val stimuialt SKW3-sejtek tisz- 
titott ICAM-l-hez es ICAM-3-hoz torteno kotodeset 
(6. abra). A CBR-IC3/1 es CBR-IC3/2 antitestek 
egyenkent adagolva nem gatoljak hatekonyan a PMA- 
val stimuialt SKW3 -sejtek tisztitott ICAM-3-hoz torte- 
no kotodeset. Ugyanez a kot6des azonban hataso- 
san blokkolhato a fenti ket antitest kombinaciojaval. 
A CBR-IC3/1 monoklonalis antitest onmagaban gatol- 
ja az ICAM-3 tisztitott LFA-l-hez torteno kotodeset 
(deFouregolles : J. Exp. Med. idezettmuve). 

A PMA-val stimuialt SKW3-sejtek ICAM-3-hoz 
torteno kotodeset tovabb vizsgalva meghatarozzuk, hogy 
a folyamat fugg-e a homerseklettol es kauonok jelenlete- 
tol. Az ICAM-l-hez hasonloan az ICAM-3/LFA-1 ko- 
todes fiigg mind a h&nerseklettol (8. abra), mind katio- 
nokjelenletetol. 

A 9. abran kulonboz6 antitestek hatasat mutatjuk be 
a PHA-val stimuialt sejtdiviziora. Ismert [Krensky es 
munkatarsai: J. Immunol. 131, 611-616 (1983)], hogy 
a PHA oly modon stimulalja a sejtszaporodast, hogy az 
anti-ICAM-1 antitestekben anti-LFA-l-gyel gatolha- 
to. Az anti-ICAM-2 antitestek vagy anti-ICAM-1 es 
anti-ICAM-2 antitestek kombinaci6i kev6sbe befolya- 
soljak a PHA-stimulait sejtdiviziot. Azonban az 

1. anti-ICAM-1, anti-ICAM-2 es anti-ICAM-3 
antitestek, 

2. ket anti-ICAM-3 antitest (IC3/1 es IC3/2) es 

3. anti-ICAM-1 es anti-ICAM-3 antitestek kom- 
binacioja hatekonyan gatolja a PHA-stimulalt 
sejtdiviziot. 

9. pelda 

Vegyes limfocitareakcio 

Az MLR-vizsgilat az immunologia reakciokepes- 
seget meri. A vizsgalat soran kemiailag fixalt idegen 
sejteket (stimulatorsejt) adunk kuldnbozo egyedektol 
szarmazo PBL-t tartalmazo oldathoz (reszponder sej- 
tek), es merjuk a valasz szintjet. Indexkent a reszponder 
sejtek szaporodasat hasznaljuk [Krensky es munkatar- 
sai: J. Immunol. 131, 611-616 (1983)]. Ez a vizsgalat 
az els6 lepes transzplantatum kilokodesenek kezelesere 
alkalmas keszitmenyek azonositasihoz. 



A kulonbozo antitestek es antitestkombinaciok MLR- 
reakciora gyakorolt hatasat a 10. abran foglaljuk ossze. 
Roviden az anti-ICAM-3 onmagaban csak kismerteku 
hatast mutat. Nagyobb blokkolo hatas biztosithato anti- 
5 ICAM-1 es anti-ICAM-3 antitest kombinaciojaval. 
A legnagyobb valaszt anti-ICAM-1, anti-ICAM-2 es 
anti-ICAM-3 antitestek kombinaciojaval kapjuk. 

10. pelda 

1 0 Az ICAM-3 peptid szekvenciaja 

Human mandulasejtekbol ICAM-3-at tisztitunk az 5. 
peldaban bemutatott immunaffinitas kromatografiaval . 
A tisztitott ICAM-3-at Lys-C enzimmel a szokasos mo- 
don emesztjiik, es a peptidfragmenseket HPLC segitsege- 

15 vel reszolvaljuk. A szokasos emesztes utan vegzett gaz- 
kromatografias vizsgalattal kapott kuldnbozo feherjecsu- 
csokat all. abra mutatja. A 10. es 17. csucs szekvenalas- 
ra alkalmas meretu es szerkezetu pepudfragmcnsnek felel 
meg (a tovabbiakban NK-10 es NK-17 peptid). 

20 Az NK- 17 es NK- 10 peptid aminosavszekvencia- 
jat a szokasos eljarassal hatarozzuk meg. Az NK-10 fe- 
herjeszekvenciaja KJDRATCPQHLK (1. szamu szek- 
vencia). A szekvenciaban megadott els6 iizinmaradek 
(K) feltetelezett, mivel a Lys-C enzim a feherjeket li- 

25 zinmaradek utan hasitja. 

Az NK-17 peptid szekvenciaja K1ALETSLSK (2. 
szamu szekvencia). Az NK-10 feherjehez hasonloan az 
els6 Iizinmaradek feltetelezett, es ezt kesobbi DNS- 
szekvencia analizis igazolja. 

30 Az NK-10 es NK-17 feherjek szekvenciajat az 
ICAM-1 es ICAM-2 ismert szekvenciajaval osszeha- 
sonlitva nagymerteku homol6gidt tapasztalunk. Az 
NK-17 peptid szignifikans homol6giat mutat az 
ICAM-2 elso Ig-domenjeben talalhato szekvenciaval. 

35 Az NK-10 peptid gyenge homologiat mutat az ICAM-1 
negyes domenjeben talalhato szekvenciaval. 

1L pelda 

ICAM-3 cDNS kl6nozasa 

40 A kapott peptidszekvenciak alapjan degenerilt 
oligonukleotidprobakat allitunk elo. A probak el6allita- 
sanal az ICAM-1 es ICAM-2 nukleotid szekvenciajd- 
b61 megismert preferalt kodonokat hasznaljuk. Az 
NK-17 es NK-10 aminosavszekvenciaja alapjan ka- 

45 pott pr6bak nukleotidszekvenciaja a kovetkezo : 

G A A T 

5'-AAN-GAN-GTC-TCC-AGG-GCT-ATC-TT-3 ' 
(8. szamu szekvencia) 
50 NK- 1 7 proba, oligo 23mer , amely 2n (inozin) mer- 
teku 24-szeres degeneraciot hordoz. 

G C A 
5*-TTN-AGA-TGT-TGN-GGG-CAN-GTN-GCN-C-3 t 
(4. szamu szekvencia) NK-10 proba, 25mer, amely 5n 
55 (iozin) drtekQ nyolcszoros degenerdciot hordoz. 

Mandula RNS-bol cDNS expresszios tirat allitunk 
elo [Wong es munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
82, 7711-7716 (1985)]. A tarat NK-17 probaval vizs- 
galjuk, 6s a pozitiv hibridizaciot mutato plakkokat 
60 NK- 10 probaval ujra vizsgaljuk. Az egyik klon, a 1 1.2 
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klon mintegy 1,6-1,8 kb hosszusagu inszertet mutat 
A 11.2 klon grafikus abrazolasat es az NK-10 es 
NK-17 peptidekelhelyezkedeseta 12. abramutatja. 

Az inszert vegeit a szokasos modon szekvenaljuk, 
amelynek soran a csatlakozo vektorbol szarmazo primert 
hasznaljuk. Belso szekvenalo primerkent az NK-10 
probat hasznaljuk. A kapott szekvencia csak egyszalu. 
Szakember szamara nyilvanvalo, hogy az ilyen szekven- 
cia rutinkiserletekkel ellenorizheto. 

A kapott szekvenciakat a 18. abra mutatja be. Ezek- 
kel szemben a kovetkezo megjegyzeseket tesszuk. Elo- 
szor, az azonositott szekvencia nagymerteku homologiat 
mutat az ICAM-1 transzmembran szakaszaval. Az 
ICAM-3 oldhato fragmensenek eloallitasahoz ezert ki- 
iktatjuk az osszes szekvenciat, amely a transzmembran 
szakasz utan kezd6dik (12. abra). Masodszor, a 11.2 
klon 5 * vegerol kapott szekvencia az ICAM- 1, ICAM - 2 
es ICAM- 3 kozbtt meglevo szekvenciahomologiabol 
kovetkeztetve hasonlit a termeszetes eredetu gen 5' ve- 
gere. 

12. pelda 

Kulonbozo ICAM-3 molekulak kozotti 
szekvenciahomologia 

Az NK-10 es NK-17 peptidek nukleotid- es 
aminosavszekvenciajat, valamint a fenti nukleotidszek- 
venciakat az ismert ICAM-1 es ICAM-2 szekvenciak- 
hoz hasonlitjuk (13-17. abra). 



Az eredmenyek szerint az ICAM-3 nagymerteku 
homologiat mutat mind az ICAM-l, mind az ICAM-2 
vonatkozdsaban. Az ICAM-1 es ICAM-3 kozotti 
szekvenciahomologiak az ICAM-1 eiso (16. abra) es 
5 negyedik/otodik domenjeben, valamint az ICAM-1 
transzmembran domenjeben, es nehany citoplazmatikus 
domenjeben (13. es 14. abra) talalhatok. A genbank 
adatbazisanak tovabbi vizsgalataval az ICAM-3-nal ka- 
pott szekvenciahoz viszonyitva tovabbi azonossag vagy 
10 hasonlosag nem mutathato ki. Szignifikans homologia 
lathat6 tovabba az ICAM-3 es az ICAM-2 elso 
domenje kozott (17. abra). 

A 11.2 klont tovabb vizsgalva ujabb klonok talalha- 
tok, amelyek mintegy 2-2,4 kD cDNS-inszertet hordoz- 
1 5 nak. Igen valoszinu, hogy ezek teljes hosszusagu cDNS- 
klonok, mivel nagyobb meretet eddig nem azonositottunk. 

Szekvencialista 

2. Infonnacio az 1. szamu szekvenciarol: 

(i) a szekvencia j ellemzoi : 
20 (A) hosszusag: 152bazispar 

(B) tipus: nukleinsav 

(C) szal: ketszilu 

(D) topologia: linearis 

(ii) a molekula tipusa : DNS 
25 (ix) jellemzo: 

(A) nev/kulcs: CDS 

(B) lokacio: 2-152 

(xi) a szekvencia ismertetese: azl. szamu szekvencia 



G GAG TTC CTT TTG CGG GTG GAG CCC CAG AAC CCT GTG CTC TCT 
Glu Phe Leu Leu Arg Val Glu Pro Gin Asn Pro Va 1 Leu Ser 
I 5 10 

GCT GGA GGG TCC CTG TTT GTG AAC TGC AGT ACT GAT TGT CCC AGC 
Ala Gly Gly Ser Leu Phe Val Asn Cys Ser Thr Asp Cys Pro Ser 

i 20 2 5 

TCT GAG AAA ATC GCC TTG GAG ACG TCC CTA TCA AAG GAG CTG GTG 
Ser Glu Lys He Ala Leu Glu Thr Ser Leu Ser Lys Glu Leu Val 

30 35 40 

GCC AGT GGC ATG GGC TGG G 152 
Ala Ser Gly Met Gly Trp 

45 50 



2. Informaci6 a 2. szamu szekvenciarol: 
(i) a szekvencia jellemzo i : 

(A) hosszusag: 50 aminosav 

(B) tipus : aminosav 



(D) topologia: linearis 
(ii) molekula tipusa: feherje 
45 (xi) a szekvencia ismertetese: a 2. szamu szekven- 
cia 



Glu Phe Leu Leu Arg Val Glu Pro Gin Asn Pro Val Leu Ser Ala 

1 5 io 15 

Glv Gly Ser Leu Phe Val Asn Cys Ser Thr Asp Cys Pro Ser Ser 

20 25 30 

Glu Lvs He Ala Leu Glu Thr Ser Leu Ser Lys Glu Leu Val Ala 
35 40 45 

Ser Gly Met Gly Trp 
50 



2. Infonnacio a 3. szamu szekvenciarol: 
(i) a szekvencia j ellemzoi : 

(A) hosszusag: 189bazispar 

(B) tipus: nukleinsav 



60 



(C) szal: ketszalu 

(D) topologia: linearis 
(ii) molekula tipusa: DNS 
(ix) jellemzok: 
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(A) nev/kulcs: CDS 

(B) lokacio: 2-189 



(xi) a szekvencia ismertetese: 3 . szamu szekvencia 



C CCA TTG AGG GGT TCC ACA GTG ACC GTG AGT TGC ATG GCT GGG 
Pro Leu Arg Gly Ser Thr Val Thr Val Ser Cys Met Ala Gly 
1 5 10 

GCT CGA GTC CAG GTC ACG CTG GAC GGA GTT CCG GCC GCG GCC CCG 
Ala Are Val Gin Val Thr Leu Asp Gly Val Pro Ala Ala Ala Pro 

15 20 25 

GGG CAG CCA GCT CAA CTT CAG CTA AAT GCT ACC GAG AGT GAC GAC 
Gly Gin Pro Ala Gin Leu Gin Leu Asn Ala Thr Glu Ser Asp Asp 

30 35 40 

GGA CGC AGC TTC TTC TGC AGT GCC ACT CTC GAG GTG CAC GGC CAG 
Gly Arg Ser Phe Phe Cys Ser Ala Thr Leu Glu Val His Gly Gin 



45 

TTC TTG CAG AG 189 
Phe Leu Gin 
60 

2. Infonnacio a 4. szamu szekvenciarol: 
(i) a szekvencia jellemzoi : 

(A) hosszusag: 62 aminosav 

(B) tipus: aminosav 



50 



20 



55 



(D) topologia: linearis 
(ii) moiekulatipusa: feherje 
(xi) a szekvencia ismertetese: a 4. szamu szekven- 
cia 



Pro Leu Arg Gly Ser Thr Val Thr Val Ser Cys Met Ala Gly 

1 5 10 

Ala Arg Val Gin Val Thr Leu Asp Gly Val Pro Ala Ala Ala 

15 ~ 20 25 

Pro Gly Gin Pro Ala Gin Leu Gin Leu Asn Ala Thr Glu Ser 

30 35 40 

Asp Asp Gly Arg Ser Phe Phe Cys Ser Ala Thr Leu Glu Val 



45 

Hi s Gly Gin Phe Leu Gin 
60 

2. Infonnacio az 5. szamu szekvenciarol: 
(i) a szekvencia j ellemzoi : 

(A) hosszusag: 113bazispar 

(B) tipus: nukleinsav 

(C) szal: ketszalu 

(D) topologia: linearis 



50 55 



(ii) molekula tipusa : DNS 
(ix) jellemz6k: 
(A) nev/kulcs: CDS 
40 (B) lokacio: 1-1113 

(xi) a szekvencia ismertetese: 5. szamu szekvencia 



ACT TTG TCC CCG GTC TTC GTG GCG GTG TTA CTG ACC CTG GGC 

Thr Leu Ser Pro Val Phe Val Ala Val Leu Leu Thr Leu Gly 

1 5 10 
GTG GTG ACT ATC GTA CTG GCC TTA ATG TAC GTC TTC AGG GAG 

Val Val Thr He Val Leu Ala Leu Met Tyr Val Phe Arg Glu 

15 20 25 

CAC CAA CGG AGC GGC AGT TAC CAT GTT AG 1 1 3 

His Gin Arg Ser Gly Ser Tyr His Val 

30 35 



(2) Informacio a 6. szamu szekvenciarol: 
(i) a szekvencia jellemzoi: 

(A) hosszusag: 37 aminosav 

(B) tipus: aminosav 



55 



(D) topologia: linearis 
(ii) moiekulatipusa: feherje 
(xi) a szekvencia ismertetese: a 6. szamu szekven- 
cia 



Thr Leu Ser Pro Val Phe Val Ala Val Leu Leu Thr Leu Gly 
1 5 10 
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Val Val Thr He Va 1 Leu Ala Leu Met Tyr Va 1 Phe Arg Glu 

15 20 25 

His Gin Arg Ser Gly Ser Tyr His Val 
30 35 



SZABADALMI IGENYPONTOK 

1. Termeszetes szennyezodesektol lenyegeben men- 
tes ICAM-3 es ennek iunkciokepes szarmazeka, azzal 
jellemezve, hogy az ICAM-3 immunkicsapas utan re- 
dukalokoiuimenyek kozott vegzett gelelektroforezissel 
meghatarozott moltomege M r =124 000, es N-glika- 
nazzal vegzett kezeles utan M r =87 000, es az ICAM-3 
es ennek funkciokepes szarmazeka LFA-l-hez ko- 
todik. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

2. Rekombinans DNS-molekuia, azzal jellemezve, 
hogy 1. igenypont szerinti ICAM-3-at vagy ennek 
funkciokepes szarmazekat kodolja. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

3. A 2. igenypont szerinti rekombinans DNS-mole- 
kula, azzal jellemezve, hogy alkalmas az 1. igenypont 
szerinti ICAM-3 vagy ennek funkciokepes szarmazeka 
sejtben torteno kifejezesere. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

4. Az 1. igenypont szerinti ICAM-3 vagy ennek 
funkciokepes szarmazeka, azzal jellemezve, hogy 
gyogyszerkent alkalmazhat6. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

5. Az 1. igenypont szerinti ICAM-3 vagy ennek 
funkciokepes szarmazeka megkotesere kepes poli- 
klonalis vagy monoklonalis antitest vagy antitestfrag- 
mens, azzal jellemezve, hogy gyogyszerkent alkalmaz- 
hato. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

6. Gyogyszerkeszitmeny, azzal jellemezve, hogy az 
1. igenypont szerinti lCAM-3-at vagy ennek funkci6- 
kepes szarmazekat, vagy az 1. igenypont szerinti 
ICAM-3 vagy ennek funkciokepes szarmazeka meg- 
kotesere kepes poliklonalis vagy monoklonalis antites- 
tet vagy antitestfragmenst, vagy ezek toxinnal kepzett 
szarmazekat tartalmazza gyogyszereszeti hordozoanyag 
vagy segedanyag mellett. 

(M6dositasi elsobbsege : 1994. 07. 01.) 

7. A 6. igenypont szerinti gy6gyszerkeszitmeny, az- 
zal jellemezve, hogy tovabbi komponenskent immuno- 
szuppressziv szert tartalmaz. 

(Modositasi elsobbs6ge: 1994. 07. 01.) 

8. A 6. vagy 7. igenypont szerinti gyogyszerkeszit- 
meny, azzal jellemezve, hogy enteralisan, parenterali- 
san, elonyosen intramuszkularisan, intravenasan vagy 
szubkutan, vagy topikalisan, inhalalassal vagy intrana- 
zalisan adagolhato formiban van kiszerelve. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

9. a 6-8. igenypontok barmelyike szerinti gy6gy- 
szerkeszitmeny, azzal jellemezve, hogy az ICAM-3 
funkciokepes szarmazekakent 2., 4. vagy 6. szamu 
szekveneianak megfelelo peptidet vagy az ICAM-3 
1. szamu domenjet, 1-2. szamu domenjet, 1-3. szamu 



domenjet, 1-4. szamu domenjet vagy 1-5. szamu do- 
menjet tartalmazza. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

10 10. A 6-9. igenypontok barmelyike szerinti gyogy- 
szerkeszitmeny, azzal jellemezve, hogy terapias vagy 
profilaktikus cellal valamely sejtnek az ICAM-3 altal 
kozvetitett biologiai funkciojanak modositasara, elo- 
nyosen egy gyulladasos valasz, egy hematopoietikus 

1 5 tumorsejt attetele, ami a CD 1 8 csalad funkciokepes tag- 
jat igenyli a migraciohoz, virussal, elonyosen HlV-vi- 
russal fertozott leukocitak extravaszkularis migracioja 
vagy az asztmas valasszai osszefuggo sejtek migracioja 
modositasara alkalmas. 

20 (Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

11. A 10. igenypont szerinti gyogyszerkeszitmeny, 
azzal jellemezve, hogy gyulladasos valaszkent keslelte- 
tett tipusu hipererzekenysegi reakciora, psoriasis szimp- 
t6maira, autoimmun betegs6gre, szervatultetesre vagy 

25 sz6vetkilok6desre adott specialis gyulladasos vdlasz ke- 
zelesere alkalmas. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

12. A 11. igenypont szerinti gyogyszerkeszitmeny, 
azzal jellem ezve, hogy szervatiilteteskent valamely szi- 

30 lard szerv, elonyosen vese atultetesere adott specialis 
gyulladasos valasz kezelesere alkalmas. 
(Modositasi elsobbsege : 1994. 07. 01 .) 

13. A 11. ig6nypont szerinti gyogyszerkeszitmeny, 
azzal jellemezve, hogy szervatulteteskent nem szilard 

35 szerv, elonyosen csontvelo atultetesere adott specialis 
gyulladasos valasz kezelesere alkalmas. 
(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

14. A 11. igenypont szerinti gyogyszerkeszitmeny, 
azzal jellemezve, hogy autoimmun betegsegkent Rey- 

40 naud-szindroma, autoimmun pajzsmirigygyulladas, 
EAE, szklerozis multiplex, reumas izuleti gyulladas 
vagy eritemas lupusz kezelesere alkalmas. 
(Modositasi els6bbsege: 1994.07.01.) 

15. A 10. igenypont szerinti gyogyszerkeszitmeny, 
45 azzal jellemezve, hogy gyulladasos valaszkent felnottleg- 

zeszavar-szindromara (ARDS), vermergezest, traumat 
vagy verzest koveto tobbszorosszervseriiles-szindromara, 
miokardialis vagy mas szovetek reperfuzios seriilesere, 
akut glomerulonefritiszre, reaktiv izuleti gyulladasra, akut 

50 gyulladasos komponensekkel tarsult dermatozisra, akut 
gennyes agyhartyagyulladasra vagy a kozponti idegrend- 
szer mas gyulladasos betegsegeire, peldaul gutaiitesre, ho 
altal okozott seriilesre, hemodializisre, leukaferezisre, 
kolitisz ulcerosara, Crohn-betegsegre, iiszkos vekonybel- 

55 vastagbel hurutra, granule citatranszfuziohoz tarsult 
szindromara vagy citokin altal okozott toxicitasra adott 
nem specifikus gyulladasos valasz kezelesere alkalmas. 
(Modositasi eis6bbsege: 1994. 07. 01.) 

16. A 6-9. igenypontok barmelyike szerinti gyogy- 
60 szerkeszitmeny, azzal jellemezve, hogy terapias vagy 



26 



1 



HU217 176 B 



2 



profilaktikus cellal leukocitak H1V-, elonyosen HIV-1 
fertozesenek elnyomasara alkalmas. 

(Modositasielsobbsege: 1994. 07. 01.) 

17. A 6-9. igenypontok barmelyike szerinti gyogy- 
szcrkeszitmcny, azzal jellemezve, hogy terapias vagy 
profilaktikus cellal ICAM-3-at kifejezo tumoros sejt 
novekedesenek elnyomasara alkalmas. 

(Modositasielsobbsege: 1994.07.01.) 

18. A 6-9. igenypontok barmelyike szerinti gyogy- 
szerkeszitmeny, azzal jellemezve, hogy terapias vagy 
profilaktikus cellal LFA-l-et kifejezo tumoros sejt no- 
vekedesenek elnyomasara alkalmas. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

19. A 6-18. igenypontok barmelyike szerinti gyogy- 
szerkeszitmeny, azzal jellemezve, hogy tovabbi kompo- 
nenskent LFA-1 megkotesere kepes antitestet vagy en- 
nek fragmenset, az LFA-1 nem immonuglobulin anta- 
gonistajat, ICAM-1 megkotesere kepes antitestet vagy 
ennek fragmenset, vagy ICAM-2 megkotesere kepes 
antitestet vagy ennek fragmenset tartalmazza. 

(Modositasi els6bbsege: 1994. 07. 01.) 

20. Diagnosztikai k6szitmeny, azzal jellemezve, 
hogy az 1. igenypont szerinti 1CAM-3 vagy ennek 
funkciokepes szarmazeka megkotesere kepes, es detek- 
talhato modon jelolt poliklonalis vagy monoklonalis an- 
titestet vagy antitestfragmenst tartalmaz. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

21. Eljaras ICAM-3-at kifejezo sejt kimutatasara, 
azzal jellemezve, hogy 

a) a sejtet vagy annak extraktumat az ICAM-3 
mRNS-sel hibridizalodo nukleinsavmolekula jelenlete- 
ben inkubaljuk, es 

b) kimutatjuk a sejtben vagy sejtextraktumban talal- 
hato komplementer nukleinsavmolekulahoz hibridizalt 
nukleinsavmolekulat. 

(Elsobbsege: 1991.06. 11.) 

22. Az 1. igenypont szerinti ICAM-3 vagy ennek 
funkci6kepes szarmazeka megkotesere kepes, es detek- 
talhato modon jelolt poliklonalis vagy monoklonalis anti- 
test vagy antitestfragmens, azzal jellemezve, hogy 
ICAM-3-at kifejez6 tumorsejt eml6sokben torteno diag- 
nosztizalasara alkalmas keszitmeny elSallitasara alkalmas. 

(Modositasi elsdbbsege: 1994. 07. 01.) 

23. Eljaras gyulladas em!6s beteg eseteben torteno 
diagnosztizalasara emlosbol vett folyadekmintaban tor- 
teno diagnosztizalasara, azzal jellemezve, hogy 

a) a betegb61 vett mintat az 1. igdnypont szerinti 
ICAM-3 vagy ennek funkciokepes szarmazeka megko- 
tesere kepes poliklonalis vagy monoklonalis antitestet 
vagy ennek fragmenset tartalmaz6 keszitmennyel inku- 
baljuk, es 

b) a folyadekhoz kotott antitestet detektaljuk, 
ahol a minta egy szovetminta. 
(Elsobbsege: 1991.06. 11.) 

24. Eljaras ICAM-3 jelentetenek emlosbol vett fo- 
lyadekmintaban torteno diagnosztizalasara, azzal jelle- 
mezve, hogy 

a) a betegbol vett mintat az 1. igenypont szerinti 
ICAM-3 vagy ennek funkciokepes szarmazeka meg- 
kotesere kepes poliklonalis vagy monoklonalis antites- 



tet vagy ennek fragmenset tartalmazo keszitmennyel 

inkubaljuk, es 

b) a folyadekhoz kotott antitestet detektaljuk, 
ahol a minta biologiai folyadek, igy ver, szcrum, 
5 plazma, iziileti folyadek, amnionfolyadek, gerincfolya- 

dek vagy vizelet. 

(Elsobbsege: 1991.06. 11.) 

25. Az 1. igenypont szerinti ICAM-3 funkciokepes 
szarmazeka, azzal jellemezve, hogy 2., 4. vagy 6. szamu 
10 szekvencianak megfelelo peptidet vagy az ICAM-3 
1. szamu domenjet, 1-2. szamu domenjet, 1-3. szamu 
domenjet, 1-4. szamu domenjet vagy 1-5. szamu do- 
menjet tartalmazza. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 
15 26. A 2. igenypont szerinti DNS-fragmens, azzal jelle- 
mezve, hogy 1., 3. vagy 5. szamu szekvencianak felel meg. 

(Modositasi elsobbsege: 1994. 07. 01.) 

27. Eljaras az LFA-1 -hez kotodo ICAM-3 modula- 
lasara alkalmas szer azonositasara, azzal jellemezve, hogy 

20 az ICAM-3-at a szer jelenleteben LFA-1 -gyel erintkez- 
tetjuk, 6s merjuk az ICAM-3/LFA-1 kotds valtozasat. 
(Elsobbsege: 1991.06. 11.) 

28. Eljaras 1. igenypont szerinti ICAM-3 vagy en- 
nek funkciokepes szarmazeka eloallitasara, azzal jelle- 

25 mezve, hogy az ICAM-3-at termeszetes forrasabol izo- 
laljuk, vagy rekombinans uton eloallitjuk, es termesze- 
tes szennyezodeseitol megtisztitjuk. 
(Elsobbsege: 1991.06.11.) 

29. Eljaras az 1. igenypont szerinti ICAM-3-at vagy 
30 ennek funkciokepes szarmazekat kodolo rekombinans 

DNS-molekula eloallitasara, azzal jellemezve, hogy 
ICAM-3 -at vagy funkciokepes szarmazekat kodolo 
DNS-molekulat mas DNS-molekulaval rekombinans 
modon osszeepitunk. 
35 (Els6bbsege: 1991. 06. 11.) 

30. A 29. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemez- 
ve, hogy az ICAM-3-at vagy funkciokepes szarmaze- 
kat kodolo DNS-molekulat sejtben torteno kifejezode- 
s6t el6segito DNS-molekulaval epitjiik ossze. 

40 (Els6bbsege: 1991.06.11.) 

31. Eljaras ICAM-3 es/vagy funkciokepes szarma- 
zeka megkotesere kepes poliklonalis vagy monoklonalis 
antitest vagy antitestfragmens eloallitasara, azzal jelle- 
mezve, hogy ICAM-3-mal es/vagy antigen sajatsagu 

45 szarmazekaval gazdaszervezetet immunizalunk, az 
ICAM-3-hoz es/vagy funkci6kepes szarmazekahoz ko- 
todni kepes antitesteket a gazdaszervezetbol kinyerjiik, 
es adott esefben az antitesteket termelo sejtek alkalmaza- 
saval - onmagaban ismert eljarassal - ICAM-3-hoz 

50 es/vagy funkciokepes szarmazekahoz kotodni kepes 
poliklonalis vagy monoklonalis antitesteket allitunk elo. 
(Elsobbsege: 1991.06.11.) 

32. Eljaras gyogyszerkeszitmenyek eloallitasara, az- 
zal jellemezve, hogy valamely, a 28. igenypont szerint 

55 eloallitott ICAM-3-at vagy ennek funkciokepes szarma- 
zekat, vagy a 31 . igenypont szerint eloallitott poliklonalis 
vagy monoklonalis antitestet vagy antitestfragmenst vagy 
ezek toxinnal kepzett szarmaz6kat gy6gyszereszeti hor- 
dozoanyaggal vagy segedanyaggal keverjuk. 

60 (Elsobbsege: 1991.06.11.) 
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33. A 32. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemez- 
ve, hogy tovabbi komponenskent immunoszuppressziv 
szert tartalmazo gyogyszerkeszitmenyt allitunk elo. 

(Els6bbsege: 1991.06. 11.) 

34. A 32. vagy 33. igenypont szerinti eljaras, azzal 
jellemezve, hogy enteralisan, parenteral isan, elonyosen 
intramuszkularisan, intravenasan vagy szubkutan, vagy 
topikalisan, inhalalassal vagy intranazalisan adagolhato 
formaban kiszerelt gyogyszerkeszitmenyt allitunk el6. 

(ElsSbbsege: 1991. 06. 11.) 

35. A 32-34. igenypontok barmelyike szerinti elja- 
ras, azzal jellemezve, hogy az ICAM-3 funkciokepes 
szarmazekakent 2., 4. vagy 6. szamu szekvencianak 
megfeielo peptidet vagy az ICAM-3 1. szamu domen- 
jet, 1-2. szamu domenjet, 1-3. szamu domenjet, 1-4. 
szamu domenjet vagy 1-5. szamu domenjet tartalmazo 
gyogyszerkeszitmenyt allitunk elo. 

(Elsobbsege: 1991.06. 11.) 



36. Eljaras diagnosztikai keszitmeny eloallitasara, 
azzal jellemezve, hogy valamely, a 31. igenypont szerint 
eloallitott es detektalhato modon jelolt poliklonalis 
vagy monoklonalis antitestet vagy antitestfragmenst 

5 hordozoanyaggal vagy segedanyaggal keveriink. 
(Elsobbsege: 1991.06. 11.) 

37. A 28. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemez- 
ve, hogy az ICAM-3 funkciokepes szarmazekakent 2., 
4. vagy 6. szamu szekvencianak megfeielo peptidet 

10 vagy az ICAM-3 1. szamu domenjet, 1-2. szamu 
domenjet, 1-3. szamu domenjet, 1-4. szamu domenjet 
vagy 1-5. szamu domenjet allitjuk elo. 
(Elsobbsege: 1991. 06. 11.) 

38. A 29. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemez- 
15 ve, hogy DNS-molekulakent 1., 3. vagy 5. szamu szek- 
vencianak megfeielo DNS-t allitunk el6. 

(Elsobbsege: 1991.06.11.) 
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